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ABSTRAK 
 
Nama : Nurul Hikma 
NIM :   60500113017 
Judul : Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol Dari Kalus Daun 
Alpukat (Persea americana Mill.) Dan Uji Toksisitas Terhadap Artemia 
salina Leach. 
 
Tumbuhan banyak dimanfaatkan manusia sebagai obat. Salah satu tumbuhan 
yang dimanfaatkan sebagai obat adalah daun alpukat (Persea americana Mill.), 
memiliki kandungan metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan sebagai antikanker. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi metabolit sekunder yang terdapat pada 
kalus dari daun alpukat (Persea americana Mill.) dan mengetahui pengaruh bioaktifitas 
terhadap kematian larva udang Artemia salina Leach. Penelitian ini menggunakan 
metode ekstraksi maserasi dan identifikasi menggunakan uji fitokimia untuk 
mengetahui senyawa metabolit sekunder serta karakterisasi dengan FTIR dan analisis 
dengan Menggunakan GC-MS. Hasil dari penelitian uji fitokimia menunjukkan adanya 
senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, fenolik , steroid dan saponin. Identifikasi diperkuat 
dari hasil FTIR yaitu terdapatnya gugus O-H, C=O, C=C yang menandakan adanya 
senyawa flavonoid dan hasil GC-MS menunjukkan adanya senyawa fenolik dan 
alkaloid. Ekstrak kental dilanjutkan uji toksisitas menggunakan metode Brine Shrimp 
Lethality Test (BSLT) dengan menggunakan hewan uji Artemia salina Leach. Nilai 
LC50 yang didapatkan adalah 66,527 µg/L yang berarti bersifat toksik. 
 
 
Kata kunci: FTIR, Fitokimia, GC-MS, Kultur Jaringan dan Toksisitas 
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ABSTRACT 
 
Nama :   Nurul Hikma 
NIM :   60500113017 
Judul    :   Identification of secondary metabolites Ethanol Extract From Avocado 
Leaf Callus (Persea americana Mill.) And Toxicity Test Against 
Artemia salina Leach. 
 
 Plants are widely used by humans as a medicine. One plant that is used as a 
drug is avocado leaves (Persea americana Mill.), has a secondary metabolite content 
that can be exploited as an anticancer. This study aims to identify secondary 
metabolites found in callus from avocado leaf (Persea americana Mill.) and to know 
the effect of bioactivity on shrimp larvae mortality of Artemia salina Leach. This 
research used tissue culture method, maceration extraction with ethanol solvent, 
phytochemistry, FTIR and analysis by Using GC-MS. The results of phytochemical 
studies showed the presence of flavonoids, alkaloids, tannins, phenolic, steroids and 
saponins . The reinforced identification of FTIR results is the presence of O-H, C = O, 
C = C groups indicating the presence of flavonoid compounds and GC-MS results 
indicate the presence of alkaloids and phenolic compounds. The condensed extract was 
followed by toxicity test using Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) method by using 
Artemia salina Leach test animal. The obtained LC50 value is 66,527 μg / L which 
means toxic. 
 
 
Keywords: FTIR, Phytochemicals, GC-MS, Tissue culture and Toxicity 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang  
Sumber daya alam yang dimiliki oleh bangsa Indonesia sangat melimpah. 
Keragaman berupa tumbuh-tumbuhan yang memiliki manfaat besar bagi kehidupan 
manusia, terutama sebagai sumber makanan maupun obat-obatan. Berbagai jenis 
tumbuhan tersebut mengandung senyawa metabolit sekunder yang merupakan senyawa 
bioaktif, sehingga sebagian tumbuhan dapat digunakan sebagai bahan obat. 
 Allah swt menciptakan bermacam-macam tumbuhan yang memiliki banyak 
manfaat bagi kehidupan manusia. Hal ini difirmankan dalam QS Taha/20: 53, yang 
berbunyi: 
                               
              
Terjemahnya:  
        ―Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan dan menurunkan dari langit air hujan. 
Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan 
yang bermacam-macam‖ (Kementrian Agama RI, 2013).  
Menurut tafsir Ibnu Katsir (2009, 159), ayat di atas menjelaskan beberapa tanda 
dan bukti kekuasaan Allah swt yang terdapat di alam semesta ini seperti menurunkan 
air hujan dari langit lalu dengan air hujan itu Allah swt menumbuhkan berbagai jenis 
tumbuh-tumbuhan berupa tanam-tanaman dan buah-buahan, baik yang asam, manis 
maupun pahit dan berbagai lainnnya.  
Ayat tersebut menjelaskan bahwa segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah 
swt. di bumi ini tidaklah sia-sia termasuk tumbuh-tumbuhan. Allah swt menciptakan 
segala sesuatu dengan berbagai manfaat, warna, aroma dan bentuk. Sebagian cocok 
untuk manusia dan sebagian lainnya cocok untuk hewan.  
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Hal senada juga dapat dilihat dalam surah QS Asy-Syu’araa’/26: 7, yang 
berbunyi: 
                     
 
Terjemahnya:  
         ―dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami 
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?‖ 
(Kementrian Agama RI, 2013).  
Menurut Tafsir Al-Misbah (2002: 11-12) kata () berfungsi memperluas 
pandangan hingga batas akhir, demikian ayat ini mengundang manusia untuk 
mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup 
seantero bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang 
terhempar pada tumbuh-tumbuhan. Kata (  ) antara lain digunakan untuk 
menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. 
Tumbuhan yang baik paling tidak adalah yang subur dan bermanfaat. 
Ayat di atas menjelaskan tentang pandangan manusia terhadap keajaiban yang 
diberikan oleh Allah swt berupa tumbuh-tumbuhan yang terhempas luas dibumi yang 
subur dan memiliki banyak manfaat. Baik yang dimanfaatkan sebagai makanan maupun 
obat-obatan. Salah satu jenis tumbuhan yang telah dimanfaatkan sebagai makanan dan 
obat oleh manusia adalah alpukat. 
Alpukat merupakan buah yang banyak disukai oleh masyarakat dan dapat 
tumbuh subur di daerah tropis. Semua bagian dari alpukat mempunyai manfaat mulai 
dari daun, buah dan biji (Ranade dan Padma, 2015: 72). Buahnya kaya akan vitamin B, 
E dan K (Pratama, 2010: 16), sedangkan daunnya banyak digunakan untuk ramuan obat 
penyakit ginjal dan hipertensi (Tengo, dkk., 2013: 2), serta memiliki aktifitas 
antioksidan (Owolabi, dkk., 2010: 1130). Selain itu, skrining fitokimia menunjukkan 
bahwa ekstrak etanol daun alpukat mengandung senyawa golongan flavonoid, alkaloid 
dan saponin (Mardiyaningsing dan Nur, 2014: 26).  
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Melihat besarnya potensi kandungan daun alpukat maka perlu dilakukan 
pengembangan yang mengarah pada budidaya dan perolehan kandungan metabolit 
sekunder dalam jumlah banyak dan waktu yang singkat. Salah satu teknik yang dapat 
dilakukan adalah kultur jaringan. Teknik kultur jaringan dilakukan untuk memperoleh 
tanaman yang lebih banyak, khususnya tanaman yang sulit tumbuh dan berkembang 
biak secara generatif. Teknik kultur jaringan yang dimaksud adalah mengisolasi bagian-
bagian tertentu pada suatu tanaman (sel, jaringan dan organ seperti akar, tunas atau 
jaringan tumbuh lainnya) untuk dikultur atau ditumbuhkan pada media yang steril 
sehingga bagian tanaman tersebut dapat memperbanyak diri dan tumbuh menjadi 
tanaman lengkap kembali. Dengan metode kultur jaringan dari kalus, metabolit 
sekunder dari jaringan tertentu dapat diperoleh dengan efisien (Wahidah, 2012: 1-2). 
Kultur kalus merupakan salah satu metode kultur jaringan tumbuhan yang 
paling umum digunakan untuk produksi metabolit sekunder (Sitorus, dkk., 2011: 2). 
Induksi kalus melalui metode kultur jaringan digunakan untuk menghasilkan metabolit 
sekunder yang kadarnya lebih tinggi daripada diambil langsung dari tanamannya. Hal 
ini dikarenakan dalam teknik kultur kalus dapat dilakukan modifikasi media yang 
sesuai dengan kalus yang akan dikulturkan (Sugiyarto dan Paramita, 2014: 56). 
Kusumawardhani, dkk (2017) melakukan penelitian mengenai uji metabolit sekunder 
dengan menggunakan kalus daun tumbuhan pohpohan ( Pilea trinervi  W.) hasilnya 
menunjukkan bahwa terdapat senyawa golongan alkaloid yaitu 
kuinin sulfat yang dapat berfungsi sebagai antibakteri. 
Beberapa metabolit sekunder diperkirakan berpotensi sebagai antikanker. 
Sebagaimana yang telah diketahui bahwa kanker merupakan penyakit penyebab 
kematian tertinggi di negara berkembang. Oleh karena itu, banyak peneliti yang 
melakukan penelitian untuk memperoleh senyawa-senyawa toksik yang berasal dari 
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alam dan berpotensi sangat besar untuk terhadap kanker, salah satunya adalah daun 
alpukat dan nantinya akan dikembangkan pemanfaatannya sebagai salah satu tumbuhan 
yang berpotensi sebagai antikanker (Asdar, 2014: 25). 
Salah satu metode yang digunakan untuk menguji sifat toksik adalah uji BSLT 
(Brine Shrimp Lethality Test) dengan menggunakan larva udang Artemia salina Leach., 
dimana uji ini memiliki korelasi dengan daya sitotoksik senyawa-senyawa antikanker, 
sehingga dapat digunakan sebagai skrining awal untuk mencari senyawa antikanker 
(Anderson, 1991: 108). Metode ini dikenal sebagai metode yang cepat, mudah dan 
murah. Sifat toksisitas dapat diketahui dengan melihat jumlah kematian pada larva 
udang Artemia salina Leach. pada konsentrasi tertentu. Suatu ekstrak dikatakan toksik 
jika memiliki nilai LC50 (konsentrasi yang membunuh 50% larva udang < 1000 μg/mL 
(Marlinda, dkk., 2012: 25). Pada tahun 2012 Rumiyati melakukan uji toksisitas dan uji 
fitokimia dengan menggunakan metode BSLT yang menghasilkan nilai LC50 sebesar 
5,48 μg/mL dan senyawa yang dihasilkan dari uji fitokimia adalah flavonoid. Selain itu, 
peneliti menggunakan pelarut etanol karena etanol merupakan pelarut yang dapat 
melarutkan senyawa-senyawa metabolit sekunder yang polar yang bersifat toksik. 
Berdasarkan uraian diatas maka dilakukan penelitian mengenai identifikasi 
metabolit sekunder ekstrak etanol dari kalus daun alpukat (Persea Americana Mill.) 
dan uji toksisitas terhadap Artemia Salina Leach. Dari pelilitian ini diharapkan dapat 
diketahui komponen aktif kalus daun alpukat (Persea Americana Mill.) yang bersifat 
toksik terhadap Artemia Salina Leach. 
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B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dari penelitian ini yaitu, sebagai berikut: 
1. Senyawa metabolit sekunder apa yang terkandung dalam ekstrak etanol dari kalus 
daun alpukat (Persea americana Mill.)?  
2. Bagaimana pengaruh bioaktifitas ekstrak etanol dari kalus daun alpukat (Persea 
americana Mill.) terhadap larva udang Artemia salina Leach? 
 
C. Tujuan Penelitian 
 Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu, sebagai berikut: 
1. Untuk mengidentifikasi senyawa aktif ekstrak etanol dari kalus daun alpukat 
(Persea americana Mill.). 
2. Untuk mengetahui pengaruh bioaktifitas ekstrak etanol dari kalus daun alpukat 
(Persea americana Mill.) terhadap larva udang Artemia salina Leach. 
 
D. Manfaat Penelitian 
 Manfaat dari penelitian ini, yaitu: 
1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai golongan senyawa aktif 
yang terkandung dalam ekstrak etanol dari kalus daun alpukat (Persea 
americana Mill.) yang berpotensi sebagai antikanker. 
2. Sebagai sumbangan bagi pengembangan ilmu pengetahuan, khususnya kimia 
organik bahan alam dan menjadi pemacu bagi pengembangan disiplin ilmu 
lainnya yang terkait seperti biokimia, kesehatan, pertanian dan industri.  
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Tinjauan Umum Tanaman Alpukat (Persea americana Mill.) 
Alpukat (Persea Americana Mill.) merupakan buah yang sangat enak               
di konsumsi baik secara utuh maupun diolah menjadi makanan maupun minuman. 
Alpukat berasal dari Amerika Tengah dan Meksiko (Wijayanti, dkk., 2014: 148).   
 
 
Gambar 2.1 Alpukat (Perseae Americana Mill.) 
(Sumber: Musyarrifah, 2013) 
Dalam perdagangan global buah alpukat termasuk komoditas yang paling 
popular setelah jeruk, pisang, nenas dan mangga. Secara tidak langsung tren 
perdagangan yang semakin meningkat berdampak pada perbaikan gizi, ekonomi dan 
lingkungan hidup masyarakat. Di Indonesia, alpukat mulai masuk sebagai komoditas 
perdagangan dan budidaya sejak abad ke-18. Saat ini alpukat bisa ditemui di hampir 
setiap daerah di Indonesia (Purnomo, 2009: 2).  
 Alpukat (Persea americana Mill) memiliki berbagai macam bentuk, mulai dari 
pohon lurus, batang yang kuat sampai pohon-pohon yang lebih kecil dengan ranting 
tegak dan daun berdesakan diujung ranting. Tanaman alpukat (Persea americana Mill) 
dapat memiliki tinggi Pohon 15-20 m. Batangnya bercabang rendah dan memiliki daun 
yang rapat. Daunnya berwarna hijau tua, berbentuk runcing sampai agak melebar, 
dengan panjang 10-20 cm. Daun muda berwarna agak kemerah-merahan atau merah 
anggur. Buahnya berbentuk bulat lonjong dan hanya terdapat satu biji dalam satu buah. 
6 
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Bunga alpukat terletak di dekat ujung ranting, bunganya sangat banyak, berdiameter   
1-1,5 cm dan berwarna kekuningan (Purnomo, 2009: 4). 
Menurut Purnomo (2009: 4), klasifikasi Tanaman Alpukat (Perseae americana 
Mill) adalah: 
Divisi  : Spermatophyta  
Anak divisi : Angiospermae  
Kelas  : Dicotyledoneae 
Bangsa        : Raurales  
Keluarga : Lauraceae  
Marga  : Persea  
           Varietas : Persea americana Mill 
 Alpukat merupakan buah yang kaya vitamin (B, E dan K), mineral (sodium, 
calcium, magnesium, phosphorus, potassium, zinc, magnesium dan copper), serat 
makanan dan asam amino (Arukwe, dkk., 2012: 346). Buah alpukat mengandung 
sekitar 75% lemak dan potassium yang kadarnya 60% lebih tinggi daripada pisang 
(Pratama, 2010: 16). Daun alpukat mengandung senyawa flavonoid, kuinon, saponin 
dan steroid atau triterpenoid (Maryati, dkk., 2007: 1), alkaloid, polisakarida dan tannin 
(Antia, dkk., 2015: 325).   
 Alpukat dalam dunia pengobatan telah banyak digunakan sebagai obat 
tradisional untuk mengobati segala jenis penyakit. Daging buahnya bisa mengurangi 
rasa sakit dan mengobati sariawan. Daun buah alpukat biasanya digunakan untuk 
mengobati nyeri saraf, nyeri lambung, menurunkan darah tinggi dan mengobati batu 
ginjal. Selain buah dan daunnya, biji buah alpukat juga bisa digunakan untuk 
mengurangi kadar gula dalam darah (Marlinda, dkk., 2012: 24-25). Semua manfaat 
dalam alpukat dapat diperoleh dari kandungan senyawa aktif. Dalam al-Qur’an 
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disebutkan bahwa semua ciptaan Allah tidak ada yang sia-sia. Hal ini dapat dilihat 
dalam QS Shad/38: 27. 
 
                                
          
 
Terjemahnya: 
        ―dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara keduanya 
tanpa hikmah. yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir, Maka 
celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka‖ (Kementrian 
Agama RI, 2013).  
 Menurut Tafsir Al Azhar (1988, 215) dikatakan bahwa orang kafir tidak mau 
percaya bahwa segala yang diciptkan Tuhan itu tidaklah ada yang sembrono, kacau-
balau, zalim, aniaya, tidak bijaksana karena semua itu batil. Maka kalau Allah 
mengatur perjalanan matahari, bulan, bintang-bintang dengan sangat teratur yang dapat 
dibuktikan dengan ilmu pengetahuan mendalam tentang alam, dan kalau dilihat pula 
tentang bagaimana teraturnya turun hujan untuk membasahi muka bumi, supaya bumi 
jadi subur dan bagaimana pula biji-bijian yang halus dapat tumbuh menjadi kayu-
kayuan yang besar, yang semuanya dapat pula dibuktikan secara ilmiah. 
  Ayat tersebut menjelaskan bahwa segala sesuatu yang diciptkan oleh Allah swt 
tidak ada yang sia-sia. Seperti menciptakan langit dan bumi juga segala yang ada 
diantara keduanya dengan aturan yang demikian rapi, indah serta harmonis. Serta 
menurunkan air hujan secara teratur membasahi muka bumi lalu membuat tumbuh-
tumbuhan menjadi subur dan biasa dimanfaatkan oleh manusia. 
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B. Metabolit Sekunder 
 Metabolit sekunder adalah senyawa yang terdapat pada molekul organik yang 
tidak berperan secara langsung dalam pertumbuhan dan perkembangan normal dari 
suatu organisme (Ilyas, 2013: 4). Senyawa yang tergolong kelompok metabolit 
sekunder ini antara lain: alkaloid, flavonoid, steroid, terpenoid, saponin dan lain-lain 
(Aksara, dkk., 2013: 514).  
    1. Alkaloid 
 Alkaloid merupakan zat tumbuhan sekunder yang terbesar. Alkaloid mencakup 
senyawa bersifat basa yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen, biasanya dalam 
gabungan dari sistem siklik (Meilani, 2006: 8). Struktur alkaloid umumnya termasuk 
bentuk senyawa heterosiklik (Ilyas, 2013: 141-142). 
N
H  
Gambar 2.2 Struktur Dasar Alkaloid 
(Sumber: Asdar, 2013) 
Alkaloid kadang bersifat racun tetapi banyak digunakan dalam bidang 
pengobatan. Secara umum alkaloid biasanya berbentuk kristal, tidak berwarna dan pada 
suhu kamar dapat berbentuk cairan. Pengendapan dengan menggunakan pereaksi 
Mayer, Dragendorf, dan Bouchardat dapat mendeteksi alkaloid (Harbone, 1987: 238). 
Alkaloid dalam bentuk bebas atau basa mudah larut dalam pelarut organik dan sukar 
larut dalam air. Alkaloid dalam garam HCl atau H2SO4 dapat larut dalam air 
(Hasiholan, 2012: 20). Fungsi alkaloid pada tanaman adalah sebagai bahan cadangan 
untuk sintesis protein, zat pertahanan diri dari serangan hewan, stimulan atau pengatur 
seperti hormon dan produk untuk detoksikasi (Ikan, 1969: 227).   
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    2. Flavonoid  
Flavonoid merupakan penyusun senyawa fenol yang terbesar. Karakteristik 
flavonoid terdapat pada susunan rantai karbon C6-C3-C6 dan terdiri atas struktur tiga 
cincin, yaitu cincin A, B, dan C. Pada isoflavon cincin A dan B dihubungkan oleh tiga 
unit karbon, serta dihubungkan oleh oksigen pada cincin C (Nur, 2010:   24-25). Daun 
muda belum terlalu banyak mengandung flavonoid karena dipengaruhi oleh proses 
fotosintesis (Sjahid, 2008: 5). Flavonoid termasuk senyawa polar karena mempunyai 
sejumlah gugus hidroksil atau gula, sehingga larut dalam pelarut seperti etanol, 
metanol, butanol, aseton, etil asetat, dimetilsulfoksida, dimetilformamida dan air. Ciri 
khas flavonoid yaitu terikat dalam gula sederhana seperti glukosa, ramnosa, galaktosa 
dan gula sederhana lainnya (Ilyas, 2013: 74-75). 
C
C
C
 
Gambar 2.3 Struktur Dasar Flavanoid 
(Sumber: Ilyas, 2013) 
Umumnya flavonoid terdapat pada tumbuhan berpembuluh (Harbone, 1987: 
71). Flavonoid terdiri dari tiga jenis yaitu senyawa yang banyak ditemukan di alam 
misalnya: flavanon, flavanonol dan antosianidin, senyawa yang jarang ditemukan di 
alam misalnya: chalkon, auron, flavonon dan senyawa yang sulit ditemukan di alam 
yang hanya terdapat pada tanaman tertentu (misalnya: isoflavonoid dan neoflavonoid) 
(Ilyas, 2013: 76). Flavonoid termasuk senyawa fenolik yang biasa ditemukan pada 
batang, daun, bunga, dan buah (Waji dan Andis, 2009: 2).  
    3. Steroid 
Steroid adalah senyawa bahan alam yang memiliki fungsi yang sangat penting 
bagi kelangsungan hidup organisme (Ilyas, 2013: 43). Senyawa yang termasuk turunan 
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steroid terbagi atas dua yaitu berasal dari hewani, misalnya kolesterol dan kedua berasal 
dari hayati misalnya betasitisterol (Ye, dkk., 2010: 522). 
R
CH3
CH3
 
Gambar 2.4 Struktur Inti Steroid 
(Sumber: Asdar, 2013) 
Steroid banyak terdapat di alam baik darat maupun laut. Steroid yang paling 
umum ditemukan adalah sterol (misalnya: vitamin D, asam empedu, hormon seks, 
hormon korteks adrenal, beberapa hidrokarbon karsinogenik dan sapogenin tertentu). 
Sterol terdapat pada hewan maupun tumbuhan yang mengandung minyak dan lemak. 
Umumnya senyawa sterol berbentuk kristal (Ilyas, 2013: 50).   
    4. Tanin 
Tanin merupakan zat organik yang sangat kompleks diketahui mempunyai 
beberapa khasiat, yaitu sebagai astringen, anti diare, anti bakteri dan antioksidan. Tanin 
merupakan komponen senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, 
mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut 
(Malangngi, dkk., 2012: 6). Tanin termasuk golongan senyawa polifenol yang sifatnya 
polar, dapat larut dalam gliserol, alkohol dan hidroalkoholik, air dan aseton, tetapi tidak 
larut dalam kloroform, petroleum eter dan benzen. Tanin merupakan zat pewarna yang 
menimbulkan warna cokelat atau kecokelatan (Lestari, dkk., 2011: 1). Tanin memiliki 
berat molekul antara 500 dan 3000 Da (Ismarani, 2012: 46). 
O
OH
OH
OH
HO
OH  
Gambar 2.5 Struktur Dasar Tanin 
(Sumber: Haeria, 2014) 
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Secara kimia, tanin dikelompokkan menjadi dua golongan yaitu tanin 
terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Tanin terkondensasi secara biosintesis dapat 
dianggap terbentuk dengan cara kondensasi katekin tunggal yang membentuk senyawa 
dimer dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Tanin terhidrolisis mengandung ikatan 
ester yang terhidrolisis jika dididihkan dalam asam klorida encer (Harborne, 1987: 103-
104). Keberadaan tanin dalam tanaman berfungsi untuk pertahanan diri tanaman dari 
serangan bakteri, fungi, virus, insekta herbivora dan vertebrata herbivora.  Selain itu, 
senyawa ini juga penting untuk mencegah degradasi nutrien yang berlebihan di dalam 
tanah. Dengan demikian simpanan nutrien di dalam tanah untuk periode vegetasi 
berikutnya dari tumbuhan dapat terpenuhi (Anwar, 2006: 6) 
    5. Saponin 
Saponin merupakan glikosida triterpenoid dan sterol. Saponin termasuk dalam 
golongan senyawa terpenoid dan bagian dari riterpenoid (diturunkan dari hidrokarbon 
C30). Senyawa ini bersifat seperti sabun dan dapat dideteksi dengan kemampuan 
bentukan busa yang banyak sewaktu mengekstrak tumbuhan atau pemekatan ekstrak 
tumbuhan yang dapat merusak sel darah (Meilani, 2006: 10). 
O
O
 
Gambar 2.6 Struktur Saponin 
(Sumber: Asdar, 2013) 
 Saponin mempunyai fungsi yang sama dengan triterpenoid pada tumbuhan, 
diantaranya dapat meningkatkan daya kecambah benih dan memperlambat 
pertumbuhan akar, memperlambat pertumbuhan sel-sel tumor pada tumbuhan dan 
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hewan. Saponin memiliki sifat emulsi dan tahan jamur yang dapat digunakan sebagai 
bahan pencuci. Saponin bermanfaat untuk meningkatkan kolesterol serum, sebagai zat 
antibiotik, anti influenza dan peradangan tenggorokan. Selain itu, saponin juga 
berfungsi sebagai bahan dasar untuk mendapatkan sapogenin yang berguna untuk 
menghasilkan hormon pertumbuhan pada satwa dan dapat digunakan sebagai racun 
ikan (Meilani, 2006: 10-11).  
    6. Kuinon 
Kuinon merupakan senyawa berwarna dan memiliki kromofor dasar. Warna 
pigmen kuinon alam beragam, mulai dari kuning pucat sampai warna hitam. Kuinon 
dibagi menjadi empat kelompok berdasarkan tujuan identifikasi, diantaranya adalah 
benzokuinon, naftokuinon dan antrakuinon diperlukan hidrolisis asam untuk melepas 
kuinon bebasnya. Sedangkan kuinon isoprenoid yang terlibat dalam respirasi sel dan 
fotosintesis diperlukan cara khusus untuk memisahkannya dari bahan lipid lain 
(Harborne, 1987: 109). 
o
o
 
Gambar 2.7 Struktur Dasar Kuinon 
(Sumber: Haeriah, 2014) 
    7. Triterpenoid 
Triterpenoid adalah senyawa metabolid sekunder yang kerangka karbonnya 
berasal dari enam satuan isoprena dan diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, yaitu 
skualena. Senyawa ini berbentuk siklik atau asiklik dan sering memiliki gugus alkohol, 
aldehida, atau asam karboksilat. Senyawa triterpenoid kebanyakan berupa alkohol, 
aldehid atau asam karboksilat. Berbentuk senyawa tak berwarna, berbentuk kristal dan 
bertitik leleh tinggi (Harbone, 1987: 147).  
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Gambar 2.8 Kerangka Dasar Terpenoid  
(Sumber: Ilyas, 2013) 
Senyawa triterpenoid mempunyai kegiatan fisiologi yang menonjol sehingga 
dalam kehidupan sehari-hari banyak dipergunakan sebagai obat seperti untuk 
pengobatan penyakit diabetes, gangguan menstuasi, patukan ular, gangguan kulit, 
kerusakan hati dan malaria. Sedang bagi tumbuhan yang mengandung senyawa 
Triterpenoid terdapat nilai ekologi karena senyawa ini bekerja sebagai anti fungus, 
insektisida, anti pemangsa, anti bakteri dan anti virus (Widiyati, 2006: 116). 
 
C. Kultur Jaringan 
 Kultur jaringan adalah metode ilmiah yang digunakan untuk mengisolasi   
bagian-bagian tertentu pada tanaman (sel, jaringan dan organ seperti akar, tunas, atau 
jaringan tumbuh lainnya) kemudian menumbuhkan pada tempat yang steril 
menggunakan medium buatan sehingga bagian-bagian tanaman tersebut mampu 
tumbuh menjadi tanaman yang lengkap (Wahidah, 2012: 1). Jaringan yang sering 
digunakan dalam teknik kultur jaringan adalah kalus, sel dan protoplas sedangkan 
bagian organ tanaman meliputi pucuk, bunga, daun dan akar yang berada dalam kondisi 
steril, ditumbuhkan pada media pertumbuhan buatan yang steril, dalam botol kultur 
yang steril dan dengan teknik penanaman aseptik (Zulkarnain, 2009: 1) 
 Prinsip yang digunakan dalam kultur jaringan adalah teori sel yang ditulis oleh 
ahli biologi dari Jerman M. J. Schleiden dan T. Schwann (1838) yang menyebutkan 
bahwa setiap sel bersifat autonom dan totipotensi. Sel bersifat autonom berarti sel 
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tersebut dapat hidup mandiri yaitu mengatur pertumbuhannya sendiri dan tidak 
bergantung pada organisme lain yang mampu melakukan metabolisme. Sedangkan 
totipotensi berarti setiap sel dalam tumbuhan memiliki kemampuan untuk tumbuh dan 
berkembang menjadi satu individu yang lengkap (Wahidah, 2012: 2). 
 Perbanyak tanaman dengan teknik kultur jaringan memiliki banyak keuntungan 
antara lain: memiliki kemiripan sifat dengan induknya, bibit yang dihasilkan seragam, 
dapat memperbanyak dalam jumlah yang besar dan membutuhkan tempat yang sempit, 
pertumbuhannya cepat, dapat dilaksanakan kapan saja, pertumbuhan bibit lebih cepat, 
mempercepat pertukaran bahan tanaman ditingkat internasional (Wahidah, 2012: 2), 
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang lebih tetap, keadaan lingkungan dapat 
diatur dan dikendalikan, kualitas dari senyawa metabolit sekunder yang diproduksi 
lebih baik, dapat mengatur pemakaian zat pengatur tumbuh (Indah dan Dini, 2013: 2), 
mendapatkan tanaman bebas penyakit (Rahmawati, 2008: 7).  
1. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Kultur Jaringan   
 Ada beberapa yang mempengaruhi kultur jaringan diantaranya yaitu: 
a. Eksplan  
Eksplan adalah salah satu bagian tanaman yang akan dikulturkan. Sumber 
eksplan dapat berasal dari meristem, tunas, batang, antera, daun, embrio, hipokotil, biji, 
rhizome, akar atau bagian-bagian lain (Rahmawati, 2008: 8). Eksplan merupakan salah 
faktor penting penentu keberhasilan dalam kultur jaringan. Hal-hal yang harus 
diperhatikan dalam memilih eksplan yang akan digunakan sebagai bahan awal kultur 
yaitu umur fisiologis, umur ontogenetik, ukuran eksplan dan jenis eksplan (Arianti, 
2015: 19-20).  
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Kondisi yang mempengaruhi pertumbuhan dan regenerasi eksplan yaitu: 1) 
Jenis eksplan: pertumbuhan dan regenerasi setiap tanaman dalam kultur jaringan 
memiliki kemampuan yang berbeda-beda. Eksplan yang dipilih tergantung tujuan 
pengkulturan. 2) Ukuran eksplan: salah satu keberhasilan kultur dipengaruhi oleh 
ukuran eksplan. Ukuran eksplan yang kecil mudah untuk disterilisasi dan membutuhkan 
ruang serta medium yang sedikit, namun diperlukan medium yang lebih kompleks 
untuk pertumbuhan dan regenerasinya karena peluang untuk tumbuh juga lebih kecil. 
Sebaliknya semakin besar eksplan maka semakin sulit untuk disterilkan, 
memungkinkan untuk menimbulkan penyakit, membutuhkan ruang yang dan medium 
yang digunakan lebih banyak. Sebaiknya ukuran eksplan adalah 0,5 sampai 1,0 cm, 
tetapi ukuran ini dapat bervariasi, tergantung pada material tanaman yang dipakai serta 
jenis tanaman (Wahidah, 2012: 116-117). 3) Umur eksplan: umur eksplan sangat 
berpengaruh terhadap kemampuan eksplan untuk tumbuh dan bergenerasi. Eksplan 
yang berasal dari tanaman yang masih muda lebih mudah tumbuh dan bergenerasi 
dibandingkan dengan eksplan yang telah tua. Hal ini dipengaruhi oleh jaringan muda 
umumnya memiliki sel-sel yang aktif membelah dengan dinding sel yang belum 
kompleks sehingga lebih mudah dimodifikasi dalam kultur dibandingkan jaringan tua 
(Rahmawati, 2008: 8). 
b. Media Kultur  
Media kultur merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan perbanyakan 
tanaman secara kultur jaringan dan sumber untuk menumbuhkan bahan tanaman. Untuk 
mengoptimalkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman yang dikulturkan berbagai 
macam komposisi media kultur telah dicampurkan. Keberhasilan kegiatan kultur 
jaringan dapat ditentukan oleh pilihan media yang digunakan. Dalam teknik kultur 
jaringan, eksplan dapat tumbuh pada lingkungan yang sesuai dan media yang 
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digunakan untuk kultur jaringan dapat berbentuk cair atau padat. Media cair merupakan 
campuran komponen-komponen zat kimia dengan air suling sedangkan media 
berbentuk padat merupakan media cair yang ditambahkan pemadat media seperti agar-
agar (Widyasmoro, 2007: 9-10).  
Jaringan yang dikulturkan memerlukan unsur hara makro dan unsur hara mikro 
dari dalam media tumbuh seperti vitamin-vitamin, karbohidrat (gula), asam amino dan 
N-organik, zat pengatur tumbuh, zat pemadat dan kadang ada penambahan bahan-
bahan seperti air kelapa, ekstrak ragi, jus tomat, ekstrak kentang, buffer organik 
ataupun arang aktif. Kebutuhan tiap tanaman berbeda pada hal komposisi dan jumlah yang 
diperlukan hal ini disesuaikan dengan jenis tanaman yang akan diperbanyak. Isi dan 
komposisi medium dirancang secara khusus untuk tujuan yang berbeda (Arianti, 2015: 
20-21). 
Daya tahan eksplan dipengaruhi oleh jenis dan komposisi medium yang 
digunakan. Eksplan dapat bertahan hidup lebih lama dengan penambahan zat pengatur 
tumbuh auksin dan sitokinin yang berpengaruh terhadap besarnya penyerapan zat 
makanan yang tersedia dalam medium kultur. Daya tahan hidup eksplan meningkatkan 
bila pertumbuhan eksplan baik. Prinsipnya yaitu medium diberikan secara in vitro 
adalah pengganti asupan nutrisi secara alami sebagai tanaman utuh yang tumbuh 
dialam. Tanaman dialam bebas bersifat autotrof sedangkan tanaman yang telah dikultur 
secara in vitro telah kehilangan autotrofnya sehingga perlu asupan nutrisi yang sifatnya 
lebih kompleks dari luar untuk memenuhi kebutuhan hidupnya (Wahidah, 2012: 58-
59). 
c. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT)  
 Zat pengatur tumbuh (ZPT) adalah senyawa organik bukan nutrisi yang dalam 
konsentrasi rendah (< 1 μM) mampu mendorong, menghambat atau secara kualitatif 
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mengubah pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Rahmawati, 2008: 10). ZPT pada 
tanaman terdiri dari lima kelompok yaitu auksin, giberelin, sitokinin, etilen dan 
inhibitor. ZPT masing-masing memiliki ciri khas dan menimbulkan efek yang berbeda-
beda terhadap proses fisiologi. ZPT yang digunakan umumnya merupakan hormon 
tumbuhan atau bentuk sintetiknya. ZPT berperan sebagai hormon pertumbuhan dalam 
zat tambahan pada proses pertumbuhan dan perkembangan sel tanaman dalam kultur 
jaringan tanaman (Arianti, 2015: 21). 
 ZPT yang sering digunakan pada awal kultur jaringan adalah auksin dan 
sitokinin. Auksin merupakan salah satu ZPT yang sering dimasukkan ke dalam media 
tumbuh. Peran fisiologis auksin adalah merangsang pemanjangan sel, pembelahan sel, 
diferensiasi jaringan xylem dan floem, serta pembentukan akar. Dalam kultur jaringan, 
auksin diperlukan untuk pembentukan klorofil, pertumbuhan kalus, suspensi sel 
morfogenesis akar dan tunas (Ardiana dan Ida, 2010: 52). Zat pengatur tumbuh lain 
yang sering digunakan adalah sitokinin. Sitokinin berfungsi untuk meregulasi 
pembelahan sel, memacu morfogenesis, perkembangan kloroplas, menginduksi 
embriogenesis, dan organogenesis (Lestari, 2011: 64). 
d. Lingkungan  
 Beberapa faktor lingkungan yang berpengaruh terhadap perkembangan kultur 
jaringan antara lain pH, kelembaban, cahaya dan temperatur (suhu). Faktor lingkungan 
tersebut berpengaruh terhadap proses pertumbuhan dan diferensiasi sel. 
    1) pH 
 pH yang dibutuhkan dalam teknik kultur jaringan yaitu 5,0-6,0. pH dalam kultur 
umumnya akan meningkat apabila nutrien habis terpakai dan eksplan mulai tumbuh. 
Dalam media kultur pH distabilkan oleh senyawa phosphat. pH dapat diukur dengan 
menggunakan pH meter atau dengan kertas pH (Arianti, 2015: 22). 
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 pH harus disesuaikan pada media kultur sehingga tidak mengganggu fungsi 
membran sel dan pH dari sitoplasma. Pengaturan pH selain memperhatikan 
kepentingan fisiologi sel, juga harus mempertimbangkan faktor-faktor kelarutan dari 
garam-garam penyusun media, pengambilan dari zat pengatur tumbuh dan            
garam-garam lain, dan efisiensi pembekuan agar-agar. Sel-sel tanaman membutuhkan 
pH yang sedikit asam berkisar antara 5,5-5,8. pH dapat diatur dengan menggunakan 
NaOH (atau kadang-kadang KOH) atau HCl pada waktu semua komponen sudah 
dicampurkan, pH kadang-kadang berubah setelah sterilisasi dalam autoklaf (Arianti, 
2015: 23). 
   2) Suhu 
 Kesehatan tanaman yang dikulturkan bergantung oleh suhu. Suhu yang umum 
dibutuhkan oleh sebagian besar tanaman antara 22°C dan 27°C, tergantung jenis 
tanaman dan tingkat pertumbuhan tanaman (Rahmawati, 2008: 9). Untuk kebanyakan 
tanaman, suhu yang terlalu rendah (kurang dari 20°C) dapat menghambat pertumbuhan 
dan suhu yang terlalu tinggi (lebih dari 32°C) menyebabkan tanaman layu. Umumnya 
kultur tanaman, biasanya memerlukan suhu rendah untuk pertumbuhan terbaiknya 
(Arianti, 2015: 24). 
   3) Cahaya 
 Teknik kultur jaringan tanaman, cahaya dinyatakan dengan dimensi lama 
penyinaran, intensitas, dan kualitasnya. Energi radiasi dekat spektrum ultra violet dan 
biru merupakan kualitas cahaya yang paling sesuai untuk merangsang pembentukan 
tunas, sedangkan pembentukan akar dirangsang oleh cahaya merah dan sedikit cahaya 
biru. Pencahayaaan pada tahap inisiasi dan multiplikasi tunas berasal dari lampu 
fluorescent (TL). Secara umum, intensitas cahaya yang optimum untuk tanaman pada 
kultur tahap inisiasi kultur adalah 0-1.000 lux, tahap multiplikasi sebesar 1.000-10.000 
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lux, tahap pengakaran sebesar 10.000-30.000 lux, dan tahap aklimatisasi sebesar 30.000 
lux (Arianti, 2015: 23-24).  
 Peranan cahaya tidak terlalu penting pada fotosintesis in vitro dibandingkan 
dengan fotosintesis in vivo. Tanaman yang dikulturkan secara in vitro pertumbuhannya 
tergantung pada suplai sukrosa dari luar (dari medium). Pentingnya cahaya di kultur 
jaringan terletak pada pengaruh terhadap fotomorfogenesis bukan terhadap fotosintesis 
(Zulkarnain, 2009: 134). 
    2. Kultur Kalus 
Kultur kalus merupakan pertumbuhan aseptik kalus secara in vitro yang bertujuan 
untuk mendapatkan tanaman yang baru. Kalus terbentuk dari permukaan irisan eksplan 
sehingga makin luas permukaan irisan eksplan maka semakin cepat dan semakin 
banyak kalus yang terbentuk (Arianti, 2015: 27). 
Kalus adalah suatu kumpulan sel amorphous yang terjadi dari sel-sel jaringan 
yang membelah diri secara terus menerus. Pembentukan kalus pada jaringan luka 
dipacu oleh zat pengatur tumbuh auksin dan sitokinin endogen (Wahidah, 2012: 132-
133). Kualitas pertumbuhan kalus dapat dilihat dari tekstur kalus, warna kalus dan berat 
kalus. Kebanyakan penelitan tentang kultur kalus menggunakan parameter pengamatan 
yang meliputi tekstur kalus, warna kalus dan berat kalus untuk menilai pertumbuhan 
suatu kalus pada tumbuhan (Arianti, 2015: 29). 
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Gambar 2.9 Grafik Pertumbuhan Kalus 
 (Sumber: Wulaningsih, 2010) 
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Fase pertumbuhan kalus yang ditunjukkan dengan kurva S (sigmoid) yaitu,       
a) Fase lag merupakan fase terjadinya adaptasi kalus dengan lingkungan media dan 
belum terjadinya pertumbuhan secara nyata, keadaan ini terjadi selama beberapa hari 
setelah kalus disubkultur. Pada fase ini pertambahan bobot kalus hanya sedikit. b) Fase 
eksponensial, yaitu fase mulai terjadinya pertumbuhan kalus. Pertambahan bobot kalus 
mulai terlihat nyata dimana pertambahan bobot kalus meningkat. c) Fase stasioner, 
yaitu fase saat pertumbuhan kalus sama dengan kematian sel-sel kalus. Kalus tidak 
dapat bertahan hidup dalam waktu yang lama. Sel-sel mulai mati, media pertumbuhan 
kelebihan muatan dan nutrien telah habis digunakan, sehingga kematian sel menjadi 
lebih cepat (Widyasmoro, 2007: 28-29). Senyawa metabolit sekunder biasanya 
terbentuk pada fase stasioner, sebagai akibat keterbatasan nutrien dalam medium akan 
merangsang dihasilkannya enzim-enzim yang berperan untuk pembentukan metabolit 
sekunder dengan memanfaatkan metabolit primer guna mempertahankan kelangsungan 
hidup (Nur, 2010: 19-20). 
Tujuan kultur kalus adalah untuk memperoleh kalus dari eksplan yang diisolasi 
dan ditumbuhkan dalam lingkungan terkontrol. Kalus diharapkan dapat memperbanyak 
dirinya secara terus menerus. Semua bagian tanaman yang masih muda sangat responsif 
untuk induksi kalus. Tetapi bagian terbaik untuk induksi kalus adalah bagian-bagian 
semai yang dikecambahkan secara in vitro (Wahidah, 2012: 133-134). 
 
D. Metode Ekstraksi dan Identifikasi Komponen Kimia 
    1. Metode Ekstraksi 
Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan dengan menggunakan pelarut yang 
sesuai untuk memisahkan satu atau beberapa bahan dari suatu padatan atau cairan. 
Dasar pemisahan yaitu kemampuan larut yang berbeda dari komponen-komponen 
dalam campuran (Chadijah, 2014: 102). 
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Metode yang umum digunakan dalam proses ekstraksi antara lain maserasi, 
perkolasi dan sokhletasi. Metode yang digunakan disesuaikan dengan kebutuhan dalam 
memperoleh ekstrak yang baik (Ramdhini, 2010: 10). Prinsip kelarutan adalah “like 
dissolve like”, yaitu pelarut akan melarutkan pelarut yang sama. Untuk memperoleh 
hasil yang optimum dalam ekstraksi senyawa aktif dari suatu jaringan tanaman dapat 
menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda, baik dalam menentukan 
jumlah ekstrak maupun senyawa aktif yang terkandung dalam contoh uji (Rahmawan, 
2011: 5-6). 
Maserasi adalah proses perendaman simplisia menggunakan pelarut yang sesuai 
dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada suhu kamar (Hasiholan, 2012: 
14). Cara ini baik untuk skala kecil maupun skala industri. Kekurangan metode 
maserasi ini adalah memerlukan waktu yang lama, pelarut yang digunakan lebih 
banyak dan ada kemungkinan beberapa senyawa hilang karena beberapa senyawa 
mungkin saja sulit diekstraksi pada suhu kamar (Mukhriani, 2014: 362). Metode 
maserasi digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa yang kemungkinan bersifat 
tidak tahan panas sehingga kerusakan komponen tersebut dapat dihindari (Rahmawan, 
2011: 6). 
    2. Identifikasi Komponen Kimia 
 Uji pendahuluan senyawa metabolit sekunder yang ada pada masing-masing 
tumbuhan harus dilakukan sebelum melakukan isolasi terhadap suatu senyawa kimia 
yang diinginkan dalam suatu tumbuhan, sehingga dapat diketahui kandungan senyawa 
yang ada secara kualitatif dan secara kuantitatif golongan senyawa yang dikandung 
oleh tumbuhan tersebut (Musyarrifah, 2013: 22). 
 Suatu sampel dapat diidentifikasi metabolit sekundernya dengan melakukan uji 
pereaksi. Identifikasi adanya alkaloid dapat dilakukan dengan pereaksi Dragendorf, 
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Wagner dan Mayer. Identifikasi senyawa flavonoid dapat dilakukan dengan 
menggunakan beberapa pereaksi seperti FeCl3 yang menghasilkan warna hijau jika 
positif, NaOH 10% yang menghasilkan warna kuning tua jika positif flavanoid. 
Sedangkan terpenoid dan steroid dapat diidentifikasi dengan asam asetat anhidrat dan 
ditetesi dengan sedikit asam sulfat pekat yang dikenal dengan reaksi Lieberman-
Burchard, reaksi yang menghasilkan warna merah hingga ungu menandakan senyawa 
tersebut positif terpenoid sedangkan reaksi yang menghasilkan warna biru atau ungu 
menandakan positif steroid (Asdar, 2013: 14) 
    3. Spektroskopi Infra Merah 
Spektroskopi infra merah adalah suatu metoda analisis yang didasarkan pada 
penyerapan sinar infra merah. Fungsi utama dari spektroskopi infra merah adalah untuk 
menentukan struktur molekul (gugus fungsional) (Iskandar, 2007: 21). Prinsip dasar 
spektroskopi inframerah yaitu vibrasi molekul yang terdiri dari vibrasi peregangan dan 
lentur. Metode ini berfungsi sebagai alat analisis untuk mengenali struktur molekul. 
Penyerapan spektrum inframerah terjadi karena perubahan energi vibrasi yang disertai 
dengan perubahan energi rotasi (Hamzah, 2013: 47).  
Spektrum IR terlihat dalam jumlah gelombang yang memiliki satuan cm
-1
.  
Ikatan dapat terlihat pada daerah serapan 1300-800 cm-
1
 (C-C, C-O, C-N), 1900-1500 
cm
-1 (C═O, C═N, N═O), 2300-2000 cm-1 (C≡C, C≡N) dan 3000-2200 (C-H, O-H, N-
H) (Mukhriani, 2014: 367). Panjang gelombang 4000 cm
-1
 sampai 400 cm
-1 
merupakan 
daerah yang umum untuk identifikasi suatu senyawa. Pengelompokan pita-pita absorbsi 
dalam spektrum infamerah menurut intensitasnya yaitu: kuat (strong, s), medium (m), 
dan lemah (weak, w) (Candra, 2012: 19). 
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     4. Gas Chromatography – Mass Spectroscopy (GC-MS) 
Kromatografi Gas–Spektro Massa merupakan kombinasi pemisahan antara 
kromatografi gas menggunakan detektor spektrometri massa. Kombinasi ini merupakan 
salah satu teknik untuk memisahkan, mengukur dan mengidentifikasi senyawa organik 
yang bersifat volatil dan semivolatil dalam campuran kompleks. Kelebihan dari metode 
ini yaitu dapat memisahkan senyawa dengan baik dan dapat langsung di deteksi 
struktur senyawanya, serta kelemahan ini yang hanya dapat memisahkan senyawa 
volatil dan semivolatil (Riyanto, 2013, 16). 
GC-MS dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif. Identifikasi 
komponen dengan analisa kualitatif, dapat dilakukan dengan membandingkan 
kromatogram dengan senyawa-senyawa referensi standar. Sedangkan analisa kuantitatif 
dalam GC-MS yaitu menentukan jumlah persen dari komponen-komponen yang 
terpisah dari suatu komponen, dapat dihitung dari luas puncak kromatogram. Pada GC-
MS, cuplikan diinjeksikan ke dalam injektor. Aliran gas dari gas pengangkut akan 
membawa cuplikan yang telah teruapkan masuk ke dalam kolom. Kolom akan 
memisahkan komponen-komponen dari cuplikan. Komponen-komponen yang telah 
terpisah kemudian akan ditembak dengan elektron sehingga akan terfragmentasi 
menjadi ion-ion positif dengan perbandingan massa dan muatan (m/z) tertentu (Lestari, 
2011: 13). 
 
E. Pelarut Organik 
Pelarut adalah benda cair atau gas yang melarutkan benda padat, cair atau gas, 
yang menghasilkan sebuah larutan. Pelarut lain yang juga umum digunakan disebut 
pelarut organik. Pelarut biasanya memiliki titik didih rendah dan lebih mudah menguap, 
meninggalkan substansi terlarut yang didapatkan (Iskandar, 2007: 19-20). Secara umum 
25 
 
 
 
dalam isolasi bahan alam pelarut yang digunakan adalah aseton, etanol, kloroform, dan 
etil asetat.  
Ada beberapa pelarut organik diantaranya sebagai berikut: 
Tabel 2.1 Pelarut Organik 
  Pelarut                      Rumus Kimia                Titik            Konstanta                   Massa 
                                                                            Didih            Dielektrik             Jenis (g/mL) 
  Heksana                            C6H14                                   69
o
C                    2,0                         0.655 
  Benzena                            C6H6                                     80
O
C                   2,3                         0.879 
 Dietil Eter           CH3-CH2-O-CH2-CH3                  35
o
C                    4,3                        0.713 
 Kloroform                         CHCl3                                    61
o
C                   4,8                        1.498 
 Etil Asetat         CH3-C(=O)-O- CH2- CH2             77
o
C                   6,0                        0.894 
   Etanol                     CH3— CH2-OH                 79
o
C                   24                         0.789 
  Metanol                       CH3 –OH                       65
o
C                   33                          0.791 
      Air                             H-O-H                        100
o
C                  80                         1.000   
 
F. Toksisitas 
Toksisitas adalah kerusakan yang disebakan oleh senyawa kimia yang dapat 
mengenai atau masuk ke dalam tubuh manusia. Senyawa kimia bersifat racun akut 
apabila senyawa tersebut dapat menimbulkan efek racun dalam jangka waktu singkat 
dan bersifat racun kronis apabila senyawa tersebut dapat menimbulkan efek racun 
dalam jangka waktu lama (Novianti, 2012: 26).  
Kadar racun dapat ditentukan dari efek yang ditimbulkan pada organisme uji.          
Sebelum melakukan pemanfaatan dan pengembangan obat tradisional bersumber 
hayati, harus dilakukan beberapa langkah pengujian dalam pelayanan kesehatan. 
Setelah diketahui obat alam tersebut berkhasiat secara empirik maka dilakukan uji 
praklinik untuk menentukan keamanannya melalui uji toksisitas dan menentukan 
khasiat melalui uji farmakodinamik serta uji klinik pada orang sakit atau orang sehat. 
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Setelah terbukti manfaat dan keamanannya, maka obat tradisional tersebut dapat 
digunakan dalam pelayanan kesehatan (Ramdhini, 2010: 14). 
 
G. Kanker   
Penyabab kematian tertinggi di Negara berkembang adalah penyakit kanker 
(Anderson, 2001 dalam Rustini, dkk., 2015: 47). Setiap tahun peningkatan jumlah 
pasien kanker di dunia sebanyak 6,25 juta. Data dunia menyatakan bahwa sebanyak 11-
12 juta orang saat ini merupakan pengidap berbagai jenis kanker. Sel abnormal jaringan 
tubuh yang tumbuh dan berkembang dengan lebih cepat merupakan penyebab 
terjadinya kanker. Sel abnormal akan masuk ke jaringan yang ada disekitarnya dan 
terus menyebar melalui jaringan ikat dan darah serta menyerang organ–organ penting 
dan sel saraf tulang belakang. Saat sel abnormal tersebut menumpuk mendesak serta 
jaringan organ yang ditempatinya barulah proses ini disebut tumor ganas atau kanker 
(Wulandari, 2015: 128). 
Faktor-faktor penyebab kanker yaitu faktor eksternal, faktor internal dan sering 
gabungan keduanya. Faktor eksternal dapat berupa radiasi, radikal bebas, sinar 
ultraviolet, inveksi, rokok atau bahan kimia dari makanan seperti bahan pengawet dan 
pewarna sintetik. Sementara itu faktor internalnya dapat berupa faktor genetik atau 
bawaan, faktor hormonal, faktor kejiwaan atau emosional, pola hidup dan kekebalan 
tubuh (Wulandari, 2016: 128).   
 
H. Artemia salina Leach. 
Artemia salina Leach adalah udang yang berukuran kecil, hidup perairan yang 
berkadar garam tinggi (salina) sebagai zooplankton, baik pantai yang dangkal maupun 
di pedalaman laut (Meilani, 2006: 13). Keistimewaan Artemia yaitu mampu beradaptasi 
dan mempertahankan diri pada kadar garam yang sangat tinggi. Artemia salina Leach 
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dapat di manfaatkan sebagai hewan uji dalam penentuan ketoksikan (Marlinda, dkk., 
2012: 25). 
Tubuh Artemia salina terdiri dari tiga segmen yaitu kepala, dada dan perut. 
Artemia salina teriri dari jantan dan betina. Artemia salina dewasa memiliki panjang 8-
10 mm sedangkan betina memiliki panjang 10-12 mm. Warna Artemia salina bervariasi 
tergantung pada konsentasi garam dalam air (Dumitrascu, 2011: 120). 
 
Gambar 2.10 Artemia salina Leach. 
(Sumber: Meilani, 2006) 
Menurut Meilani (2006: 13) Artemia salina Leach., diklasifikasikan sebagai 
berikut : 
Filum   : Arthropoda 
Kelas   : Crustacea 
Subklas  : Branchipoda 
Ordo   : Anostraca 
Famili   : Artemiidae 
Genus   : Artemia 
Species  : Artemia salina Leach. 
Bagian tubuhnya terdiri dari sepasang sungut kecil (antena I) dan sepasang 
sungut besar (antena II). Larva artemia salina memiliki mata yang terletak di bagian 
depan diantara kedua sungut kecil berbentuk bulatan merah. Terdapat rahang kecil pada 
bagian belakang sungut besar (Mudjiman, 1983 dalam Meilani, 2006:  14). 
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I. Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah salah satu metode pengamatan awal 
yang sering digunakan untuk mengamati toksisitas senyawa dan merupakan metode 
penapisan pada ekstrak tanaman untuk menguji aktivitas antikanker senyawa kimia 
(Lisdawati, dkk., 2006: 112). Metode BSLT yang umum digunakan untuk menguji 
bahan-bahan yang bersifat toksik dan digunakan sebagai tahap pertama untuk penelitian 
bahan alam. Metode ini menggunakan larva Artemia salina Leach sebagai hewan coba 
(Novianti, 2012: 26). 
Uji bioaktivitas dengan menggunakan larva udang memiliki beberapa kelebihan 
diantanya prosedurnya sederhana, memerlukan waktu yang singkat,  memerlukan biaya 
yang sedikit dan hasilnya akurat (Meilani, 2006: 12). Uji toksisitas dengan metode 
BSLT untuk menentukan efek toksik dari suatu senyawa ditentukan dalam waktu 
singkat, yaitu selama 1 hari setelah pemberian dosis uji. Toksisitas ditentukan dari nilai 
LC50 terhadap aktivitas komponen aktif tanaman terhadap larva Artemia salina Leach. 
Suatu ekstrak dikatakan toksik jika nilai LC50 kurang dari 1000 μg/mL (Novianti, 2012: 
26). 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2017 sampai Februari 2018 di 
Laboratorium Balai Penelitian dan Pengembangan Lingkungan Hidup dan Kehutanan 
(BP2LHK) Makassar, Laboratorium Organik dan Laboratorium Riset Jurusan Kimia 
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin Makassar. 
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat  
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu spektrofotometer FTIR 
Nicolet iS10, GS-MS agilent 7890 A – 5975 C, autoclave, laminar air flow, rotary 
evaporator, neraca analitik, hot plate, magnetic stirrer, mikropipet, mikroplate, pinset, 
skalpel no. 4, lampu spiritus, penjepit, botol kultur, botol media, batang pengaduk, pipet 
tetes, kaca arloji, corong kaca, cawan petri, gelas kimia, gelas ukur, erlenmeyer, pipet 
ukur, labu ukur, botol vial, penjepit, cawan penguap dan lampu neon. 
     2. Bahan 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu alkohol 70%, asam klorida 
(HCl), etanol (C2H5OH), aseton (C3H6O), tween 20, dimetil sulfoksida (DMSO), 
pereaksi asam sulfat (H2SO4 ) pekat, pereaksi natrium hidroksida (NaOH) 10%, 
pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) 5%, pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) 1%, pereaksi 
dragendroff, pereaksi mayer, pereaksi wagner, pereaksi Liberman-Burchard, klorox 
3,5%, natrium klorida (NaCl) murni, kertas saring whatman no 42, zat pengatur tumbuh 
(2,4 D (2,4–dikhlorofenoksi asetat) dan BAP (Benzilaminopurine)), medium MS 
(Murashige and Skoog), betadin, deterjen, eksplan daun alpukat (Persea americana 
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Mill. (Jln. Perintis Kemerdekaan km.16)), dithane M-45, agar-agar, gula, aluminium 
foil, telur Artemia Salina Leach., aquabides dan tissu. 
 
C. Prosedur Penelitian 
1. Kultur Jaringan Eksplan Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
a. Sterilisasi Alat dan Eksplan Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
1) Tahap Sterilisasi Alat 
Mensterilkan semua peralatan yang akan digunakan seperti botol media, botol 
kultur, erlenmeyer, cawan petri, pinset, skalpel, gelas kimia dan batang pengaduk 
dengan pemanasan dalam autoklaf selama 60 menit pada suhu 121
0
C. 
2) Tahap Sterilisasi Eksplan Daun 
a) Sterilisasi Tahap 1 
Eksplan daun alpukat dicuci dibawah air kran mengalir, kemudian dibersihkan 
dengan detergen sambil digosok menggunakan kapas lalu dicuci lagi dengan air kran. 
Kemudian direndam dengan ditten selama 20 menit. Setelah itu daun dibilas lagi 
dengan air mengalir. 
b) Sterilisasi Tahap II 
Eksplan dimasukkan dalam laminar air flow dan direndam dalam larutan 
kloroks 3,5% dan twin 20, selama 15 menit, kemudian dibilas dengan aquades steril 
sebanyak 3 kali dan direndam pada larutan betadin. Selanjutnya eksplan diambil 
dengan pinset dan ditiriskan pada cawan petri yang berisi tissu (Indah dan Ermavitalini, 
2013: 2). 
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b. Tahap Pembuatan Larutan Stok Zat Pengatur Tumbuh dan Pembuatan Media 
1) Pembuatan Larutan Stok Zat Pengatur Tumbuh (2,4 D 100 ppm dan BAP 100 
ppm) 
Menimbang masing-masing bahan sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer 100 mL lalu ditambahkan 50 mL aquades steril  masing-masing ke dalam 
erlenmeyer 100 mL. Sambil diaduk, diteteskan larutan KOH 1 N sampai larut. 
Kemudian larutan ditambahkan aquades hingga volumenya mencapai 100 mL (Indah 
dan Ermavitalini, 2013: 2). 
2) Pembuatan Media Induksi Kalus 
Memasukkan media MS (stok A (50 mL/ltr), stok B (50 mL/ltr), stok C (50 
mL/ltr), stok D (50 mL/ltr) dan stok E (12,5 mL/ ltr) dimasukkan kedalam gelas kimia 
1000 mL. Lalu ditambahkan 2,4 D 0,5 ppm dan BAP 2 ppm ke dalam gelas kimia. 
Kemudian dihomogenkan dan diukur pH media dengan menggunakan pH meter (bila 
pH masih  dibawah 5,6 maka perlu ditambah KOH 0,10 N, tetapi bila pH sampai 
mencapai 6,0 melebihi 5,8, maka ditambah HCl 0,10 N). Selanjutnya menimbang agar-
agar sebanyak 7 gr/L dan gula sebanyak 30 gr/ L dimasukkan kedalam gelas kimia 
yang berisi aquades, media MS, 2,4 D dan BAP. Kemudian ditambahkan aquades 
hingga volumenya mencapai 1000 mL, lalu dipanaskan diatas kompor dan diaduk 
hingga mendidih. Setelah mendidih media dituang ke dalam botol kultur sebanyak 10 
mL/botol (Indah dan Ermavitalini, 2013: 2), kemudian ditutup dengan aluminium foil 
kemudian direkatkan. Kemudian botol-botol medium dimasukkan kedalam autoklaf dan 
disterilisasi dengan suhu 120
0
C selama 30 menit  
c. Inokulasi Eksplan 
Mengambil eksplan yang sudah disterilisasi dengan pinset steril lalu diletakkan 
pada cawan petri, kemudian eksplan dipotong diatas cawan petri dengan ukuran  ± 1 cm 
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dengan menggunakan scalpel. Lalu eksplan daun ditanam dalam media dengan bagian 
abaksial yang kontak dengan media. Bagian mulut botol dipanaskan terlebih dahulu 
dengan api bunsen untuk mencegah terjadinya kontaminasi. Kemudian eksplan ditanam 
pada media perlakuan dengan pinset steril. Sebelum ditutup, mulut botol dipanaskan 
kembali dan ditutup dengan almunium foil. Botol diberi label sesuai perlakuan dan 
tanggal penanamannya (Indah dan Ermavitalini, 2013: 3) . 
2. Ekstraksi Kalus Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
a. Prepasi Sampel 
Tanaman hasil kultur jaringan alpukat (Persea americana Mill.) berupa kalus 
dikeringkan sampai diperoleh berat konstan (kering) dan menjadi serbuk kering. Hasil 
yang diperoleh dihaluskan dan digunakan sebagai sampel penelitian. 
b. Ekstraksi Maserasi 
Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau 
perendaman. Serbuk kalus alpukat ditimbang dan di ekstraksi secara maserasi dengan 
pelarut etanol. Maserasi diulang hingga diperoleh filtrat terakhir yang tidak berwarna. 
Hasil maserasi kemudian disaring hingga diperoleh filtrat dan residu. Seluruh filtrat 
yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator untuk memperoleh ekstrak etanol 
yang akan digunakan untuk uji toksisitas, fitokimia dan identifikasi dengan 
spektrofotometer FTIR. 
      3. Uji Fitokimia 
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui secara umum kandungan senyawa 
aktif dengan mereaksikan reagen-reagen tertentu. Ekstrak pekat etanol tanaman hasil 
kultur jaringan alpukat dilarutkan sedikit dengan menggunakan pelarut etanol sampai 
homogen. Kemudian dilakukan uji steroid, dan triterpen, uji saponin,uji alkaloid dan uji 
flavonoid.  
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1. Uji Steroid dan Triterpen  
 Sampel yang telah diencerkan dengan beberapa mL alkohol kemudian dipipet 
kedalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi Lieberman burchard. Positif apabila 
terbentuk larutan berwarna merah-ungu (terpenoid) dan terbentuk warna biru atau hijau 
(steroid). 
     2. Uji Saponin 
 Sebanyak 3 tetes sampel tanaman hasil kultur jaringan dalam tabung reaksi 
ditambah air (1:1) sambil dikocok selama 5 menit. Adanya busa yang dapat bertahan 
selama 20 menit menunjukkan adanya senyawa saponin. 
     3. Uji Alkaloid 
a. Test dengan pereaksi Dragendorf 
 Sampel yang telah diencerkan dengan beberapa mL etanol kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi Dragendoff, positif jika terbentuk larutan 
yang berwarna coklat. 
b. Test dengan pereaksi Mayer 
Sampel yang telah diencerkan dengan beberapa mL etanol kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi Mayer, positif jika terbentuk endapan 
putih atau kuning yang larut dalam metanol.   
c. Test dengan Pereaksi Wagner 
Sampel yang telah diencerkan dengan beberapa mL etanol kemudian dipipet  ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi Wagner, positif jika terbentuk endapan 
yang berwarna jingga. 
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    4. Uji flavonoid 
a. Test dengan H2SO4 pekat 
Sampel diencerkan menggunakan beberapa mL etanol kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan H2SO4 pekat. Perubahan warna yang terjadi diamati 
dari kuning tua menjadi merah tua. 
b. Test dengan NaOH 10% 
Sampel diencerkan menggunakan beberapa mL etanol kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan NaOH 10%. Perubahan warna yang terjadi diamati 
dari kuning muda sampai kuning tua. 
    5. Uji Tanin 
Sampel diencerkan menggunakan beberapa mL etanol kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi FeCl3 1%. Perubahan warna yang terjadi 
diamati yaitu hijau kehitaman. 
      6. Uji Fenolik 
Sampel dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan dengan 
beberapa mL metanol. Sampel dipanaskan hingga larut. Pipet ke dalam plat tetes 
kemudian kemudian ditetesi dengan FeCl3 5%. Jika terbentuk warna hijau kehitam 
menandakan adanya fenolik. 
      4. Karakterisasi dengan Spektrofotometer FTIR 
Ekstrak kental dari kalus daun alpukat diambil 1 mg, kemudian dicampurkan 
dengan KBr setelah itu digerus sampai homogen. Campuran dimasukkan kedalam alat 
pembuat pellet dengan tekanan 74 atm dan waktu 5 menit sehingga didapatkan pellet 
dengan ketebalan ± 1 mm. Plat diletakkan pada wadah plat kemudian diukur 
serapannya dengan alat FTIR. 
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      5. Karakterisasi dengan GC-MS 
 Pilih metode yang sesuai dengan sampel yang akan dianalisa, setelah instrument 
siap sampel diinjek sebanyak volume yang telah ditentukan. Ketika waktu analisa 
berakhir, puncak yang dihasilkan pada kromatogram akan dicocokkan dengan senyawa 
yang ada pada library sehingga dapat diketahui kandungan senyawa di dalam sampel. 
      6. Uji Toksisitas Sampel Menggunakan Larva Udang Artemia Salina Leach  
a. Penetasan larva Udang 
 Disiapkan wadah untuk penetasan telur Artemia Salina Leach dimana wadah 
tersebut terbagi menjadi dua ruangan tertutup dan ruang terbuka. Kemudian NaCl 3,8 
gram ditimbang dan dilarutkan dalam 100 mL aquabides. Setelah itu mengukur pH 
sampai netral. Larutan NaCl dipindahkan dalam wadah penetasan kemudian 
dimasukkan telur Artemia Salina Leach pada sisi ruang yang tertutup dan pada ruang 
terbuka diletakkan lampu untuk menghangatkan suhu dalam penetasan dan lampu 
dinyalakan selama 48 jam untuk menetaskan telur sampai menjadi benur (naupli) yang 
siap digunakan. Larva udang yang akan diuji diambil dengan menggunakan mikropipet. 
b. Persiapan Larutan Sampel yang Akan Diuji 
 Sampel (ekstrak atau senyawa murni) sebanyak 1,0 mg ditimbang dalam botol 
vial dan dilarutkan dengan 100 µl DMSO. Selanjutnya larutan sampel diencerkan 
dengan 150 µl aquabides sehingga volume total menjadi 250 µl, kemudian diambil 200 
µl lalu diencerkan dengan 600 µl aquabides sehingga volume total menjadi 800 µl. 
sehingga konsentrasi menjadi 
                
      
      
     
      
 = 
     
      
 = 0,001 
  
  
 = 1 
  
  
 = 1000 ppm 
 Selanjutnya melakukan pengenceran ke dalam microplate. Pengukuran 
dilakukan triplo (tiga kali). Microplate yang disediakan dan diberi kode A sampai H. 
Microplate A dan B diisi masing-masing sebanyak 100 μL sampel. Ke dalam baris B 
36 
 
 
 
sampai G dimasukkan aquabides sebanyak 100 μL. Dari baris B dipipet sebanyak 100 
μL dimasukkan ke dalam baris C sampai seterusnya yaitu sampai baris G. Selanjutnya 
H berisi aquabides. 
c. Prosedur Uji Toksisitas dengan Metode BSLT 
 Media udang yang sudah menetas (berisi 7-15 ekor) dipipet 100 µl dan 
dimasukkan masing-masing ke dalam lubang baris A-G pada microplate yang telah 
diisi sampel melalui pengenceran pada baris B, kemudian diikubasi selama 24 jam. 
Setelah 24 jam dihitung jumlah larva udang yang mati dan hidup pada tiap lubang 
microplate. Data yang diperoleh dicatat pada lembar pengamatan untuk mencari LC50. 
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BAB IV 
HASIL DAN PENGAMATAN 
 
A. Hasil Pengamatan 
    1. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder 
 Sampel kalus dari daun alpukat (Persea americana Mill.) memiliki kadar air 
sebesar 90,68% dan yang kering dipreparasi kemudian dimaserasi sebanyak 9,27 gram 
dengan menggunakan pelarut etanol selama 5 x 24 jam menghasilkan ekstrak kental 
sebanyak 0,1808 gr dari proses ekstraksi selanjutnya dilakukan uji fitokimia seperti 
pada Tabel 4.1 
Tabel 4.1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Etanol dari Kalus Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
   No                       Pereaksi                                   Hasil                             Keterangan 
    1                        NaOH 10%                         Kuning Muda                     (+) Flavonoid 
    2                          FeCl3 5%                                 Hijau                            (+) Flavonoid 
    3                            H2SO4                                Merah Tua                       (+) Flavonoid 
    4                       Dragendorff                         Endapan  jingga                  (+) Alkaloid 
    5                          Wagner                             Endapan  jingga                   (-) Alkaloid 
    6                           Mayer                                Kuning muda                     (-) Alkaloid 
    7                 Liberman-Burchard                     Kuning muda                     (+) Steroid 
                                                                                                                       (-)Triterpen 
    8                         FeCl3 1%                           Hijau kehitaman                   (+) Tanin 
    9                    Aquades panas                         Terdapat Busa                     (+) saponin 
   10                        FeCl3 5 %                          Hijau kehitaman                   (+) Fenolik 
 
 
 
37 
38 
 
 
 
Identifikasi diperkuat dari hasil IR berdasarkan serapan-serapan yang terlihat 
pada Tabel 4.2  
Tabel 4.2 Spektrum Serapan Spektroskopi IR 
  No                      Daerah Serapan Atom (cm
-1
)                                Gugus Fungsi 
   1                                      3432,35                                                              O-H 
   2                               2854,03;2925,41                                                       C-H 
   3                                      1719,10                                                              C=O  
   4                               1510,22;1637,55                                                       C=C 
   5                                      1384,43                                                      C-H pada CH3 
   6                               1070,79;1267,55                                                       C-O  
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  Identifikasi fitokimia dan FTIR diperkuat dari hasil GC-MS berdasarkan 
serapan-serapan yang terlihat pada Tabel 4.3  
Tabel 4.3 Spektrum Serapan GS-MS 
Peak    Waktu Retensi      Area %             Area Komponen Kimia               Qual 
   1                   18,905                30,44       3-Phenpropanol, 2’-hydroxy,4’-dimethyl             83              
   2                   20,600                 4,97      Hexadecanoid acid, 14- methyl, methyl ester        98 
   3                   21,363                 6,25   2H-1-Benzopyran -2-one, 7-hydroxy- 6-metoxy      96 
   4                   21,419                 9,45    2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hydroxy- 6-metoxy      93 
   5                   22,232                 3,93        9,12-Octadecadienoic acid,  methyl ester            99 
   6                   22,267                 3,02            9-Octadecenoid acid, methyl ester                   92 
   7                   23,959                 3,85     1-Cyclohexylnonene, 1-nonenylcyclohexane         38 
   8                   24,484                 7,02     Phenol, 2,2’-[(1-methyl-1,2-ethaneldyne  bis                       
(nitrilomethylidyne)] bis-$$ Cuvan 80               43 
   9                   25,704                 3,57                         2-Ethylacridine                                    30 
   10                 26,017                 3,78          1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono 
                                                                                  (2-ethylhexyl) ester                                45 
   11                 27,174               11,84           5-Nitrobenzofuran-2-carboxylic aci                  38 
   12                 27,243                3,52                 2-Methyl-5H-dibenz azepine                        47 
   13                 37,045                8,36     1,2,4-Benzenetricarboxylic acid, 4-dodecyl  
                                                                                     dimethyl ester                                     46 
2. Uji Toksisitas  
Uji toksisitas dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 
dengan hewan uji Artemia salina Leach. Nilai toksisitas dari suatu senyawa dilihat dari 
nilai LC50. Dari hasil pengamatan uji toksisitas menggunakan metode BSLT diketahui 
nilai LC50 dari ekstrak adalah 66,527 µg/mL yang berarti bersifat toksik. 
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B. Pembahasan 
    1. Preparasi Sampel 
Penelitian ini menggunakan kalus dari daun alpukat karena kalus dari daun 
alpukat memiliki senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antikanker. 
Kalus dapat diperoleh dengan teknik kultur jaringan yaitu mengisolasi bagian-bagian 
tertentu pada tanaman (sel, jaringan dan organ seperti akar, tunas, daun jaringan 
tumbuh lainnya) kemudian menumbuhkan pada tempat yang steril. Perbanyak tanaman 
dengan teknik kultur jaringan memiliki banyak keuntungan yaitu mempunyai sifat yang 
mirip dengan induknya, tidak memerlukan waktu yang lama, bisa dilaksanakan kapan 
saja dan menghasilkan tanaman yang berkualitas (Wahidah, 2012: 2).  
Eksplan yang digunakan adalah daun alpukat (Persea americana Mill.) karena 
daun alpukat mudah disterilisasi dibandingkan batang, akar dan biji jika dikultur. 
Eksplan yang dipotong dengan ukuran + 1 cm ditanam pada media dalam keadaan 
abaksial karena kalus akan lebih cepat terbentuk pada bagian abaksial daun. Hal ini 
berkaitan dengan proses pengambilan nutrisi media oleh eksplan. Pada bagian abaksial 
daun akan terjadi kontak langsung dengan media sehingga penyerapan unsur hara akan 
lebih baik. Kalus ditumbuhkan pada ruangan gelap karena proses pembentukan kalus 
rerjadi pada ruangan gelap. Kalus dapat tumbuh disekitar irisan daun. Kalus yang 
terbentuk pada eksplan disebabkan karena sel-sel yang kontak dengan media dan 
membelah secara aktif seperti jaringan penutup luka sebagai respon terhadap pelukaan. 
Mula-mula terjadi pembentangan dinding sel dan terjadi penyerapan air sehingga sel 
akan membengkak selanjutnya terjadi pembelahan sel dan terbentuk kalus.  
Fase pertumbuhan kalus yang terjadi yaitu fase lag, fase eksponensial, dan fase 
stasioner.  Fase lag, yaitu fase penyesuaian terhadap lingkungan sehingga laju 
pertumbuhan sangat kecil yang dimulai pada hari ke-0 sampai hari ke-14. Fase 
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eksponensial, yaitu fase saat laju pertumbuhan kalus sangat besar. Pada fase ini kalus 
dapat menyerap nutrisi dengan baik yang diperlukan untuk pembelahan sel. Fase 
eksponensial terjadi pada hari ke-14 hingga hari ke-36. Fase stasioner, yaitu fase saat 
laju pertumbuhan kalus mulai konstan. Pada fase ini nutrisi dalam media mulai 
berkurang sehingga penyerapan nutrisi juga berkurang dan laju pertumbuhan kalus 
sebanding dengan laju kematian. Fase stasioner terjadi setelah hari ke-36 sampai hari 
ke-42. Pada fase stasioner inilah metabolit sekunder dihasilkan. Oleh karena itu, 
pemanenan kalus dapat dilakukan mulai hari ke-42 untuk mendapatkan metabolit 
sekunder dalam jumlah optimum. 
Kalus dari daun alpukat (Persea americana Mill.) yang telah dipanen 
dikeringkan pada suhu kamar tanpa terkena cahaya matahari langsung. Sebagian besar 
senyawa metabolit sekunder dalam sampel akan rusak oleh panas matahari langsung. 
Tujuan pengeringan adalah untuk menghilangkan kandungan air yang dapat 
menyebabkan reaksi enzimatis. Reaksi enzimatis dapat menyebabkan rusaknya sampel 
akibat susunan senyawa dalam simplisia yang berubah (Harborne, 1987). Selanjutnya, 
sampel yang telah kering dihaluskan hingga menjadi serbuk untuk memperluas bidang 
kontak dengan pelarut sehingga proses ekstraksi maksimal dan seluruh kandungan 
kimia dapat tersari. Semakin halus serbuk, maka kelarutan akan meningkat karena 
semakin banyak terjadi kontak dengan pelarut, maka semakin banyak zat yang dapat 
terbentuk. 
     2. Ekstraksi 
Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan dengan menggunakan pelarut 
yang sesuai untuk memisahkan satu atau beberapa bahan dari suatu padatan atau cairan. 
Ekstraksi yang dipilih dalam penelitian adalah ekstraksi dengan metode maserasi. 
Ekstraksi maserasi dipilih karena metode tersebut merupakan metode yang paling 
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sederhana dengan peralatan yang relatif mudah untuk didapatkan. Selain itu maserasi 
dilakukan tanpa adanya tahap pemanasan sehingga dapat menghindari terjadinya 
kerusakan komponen senyawa-senyawa pada kalus daun alpukat yang tidak tahan 
panas. 
Pemilihan pelarut yang digunakan dalam maserasi harus pelarut yang ideal serta 
memiliki prinsip like dissolves like yaitu senyawa polar dapat larut dalam pelarut polar 
dan senyawa nonpolar dapat larut dalam pelarut nonpolar (Rahmawan, 2011). Pelarut 
yang digunakan dalam proses maserasi adalah pelarut etanol. Pelarut etanol dipilih 
karena etanol merupakan pelarut yang dapat melarutkan senyawa-senyawa metabolit 
sekunder yang polar yang bersifat toksik. Maserasi dilakukan selama 5x24 jam. 
Maserasi tersebut dilakukan dengan sesekali pengadukan yang bertujuan untuk 
memperkecil kejenuhan karena penarikan senyawa aktif akan berlangsung dari 
konsentrasi tinggi ke konsentrasi rendah. Maserat selanjutnya disaring menggunakan 
kertas saring. Maserat kemudian di evaporasi yang bertujuan untuk memisahkan pelarut 
dengan ekstrak sehingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental etanol dari kalus daun 
alpukat (Persea americana Mill.) ini selanjutnya diuapkan pada suhu kamar sehingga 
diperoleh ekstrak kental berwarna coklat sebanyak 0,1808 gr.  
    3. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder 
a. Uji Fitokimia 
Ekstrak kental yang diperoleh selanjutnya analisis dengan skrining fitokimia 
yang bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder yang 
terdapat pada ekstrak. Uji fitokimia dengan NaOH 10%, FeCl3 5% dan H2SO4 pekat 
menunjukkan adanya perubahan warna positif yang menandakan adanya senyawa 
flavonoid. Uji alkaloid menggunakan pereaksi dragendorff, mayer dan wagner. Pada 
pereaksi dragendorff menunjukkan reaksi positif yaitu terdapatnya endapan jingga. 
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Endapan tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada proses pembuatan pereaksi 
Dragendorff, HCl digunakan untuk melarutkan bismut nitrat agar tidak terjadi reaksi 
hidrolisis karena garam-garam bismut mudah terhidrolisis membentuk ion bismutil 
(BiO
+
). Kesetimbangan akan bergeser ke arah kiri apabila keberadaan ion Bi
3+
 tetap 
berada dalam larutan jika ditambahkan larutan asam. Endapan hitam bismut (III) iodida 
terbentuk dari ion bismut nitrat yang bereaksi dengan kalium iodida. Endapan hitam 
bismut (III) iodida kemudian larut dalam kalium iodida berlebih membentuk kalium 
tetraiodobismutat (Setyowati, dkk., 2014). Pada uji alkaloid dengan pereaksi 
Dragendorff, ikatan kovalen koordinat dengan K
+
 nitrogen terbentuk dari nitrogen yang 
merupakan ion logam (Marliana, dkk., 2005). Sedangkan pada pereaksi mayer dan 
wagner menunjukkan perubahan warna negatif yang menandakan tidak terdapatnya 
senyawa alkaloid. Selanjutnya uji dengan pereaksi Lieberman-burchard menunjukkan 
reaksi positif terhadap steroid dan reaksi negatif terhadap triterpenoid. Selanjutnya pada 
uji tannin menandakan adanya reaksi positif yaitu terbentuknya warna hijau kehitaman 
pada ekstrak setelah ditambahkan FeCl3 1% karena tanin akan beraksi dengan ion Fe
3+
 
membentuk senyawa kompleks. Selanjutnya uji saponin menunjukkan adanya busa 
yang menandakan adanya senyawa saponin. Hal ini terjadi karena glikosida terhidolisis 
menjadi glukosa yang akan membentuk buih dalam air (Setyowati, dkk., 2014). Pada 
uji fenolik menandakan perubahan warna positif yaitu warna hijau kehitaman. 
Terbentuknya warna hijau kehitaman pada ekstrak setelah ditambahkan FeCl3 5%. Hal 
ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Maryati (2007), Mardiyaningsing dan 
Nur (2014) dan yang bahwa ekstrak etanol daun alpukat mengandung senyawa 
golongan flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, fenolik dan tanin. 
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b. Karakteristik Spektroskopi Infra Red 
Hasil uji fitokimia diperkuat dengan Identifikasi dari hasil IR berdasarkan 
serapan-serapan yang terlihat pada spektrum pada Gambar 4.1 
 
Gambar 4.1 Spektrum Infra Red Ekstrak Etanol dari Kalus Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
Gambar 4.1 menjelaskan bahwa hasil karakterisasi FTIR menunjukkan adanya 
serapan maksimun yang melebar pada panjang gelombang 3432,35 cm
-1
 yang 
menandakan adanya gugus O-H. Puncak yang lebar tersebut terbentuk akibat adanya 
ikatan hidrogen. Vibrasi dari gugus alkohol ditandai dengan munculnya serapan pada 
panjang gelombang 1070,79 cm
-1
 dan 1267,05 dari vibrasi C-O yang mendukung 
adanya gugus hidroksil. Dugaan ini didasarkan kandungan gugus fungsional hidroksil 
yang merupakan salah satu ciri senyawa golongan flavonoid (Nuraini, dkk., 2015). 
Pada panjang gelombang 2925,41 cm
-1
 dan 2854,03 cm
-1
 memberi petunjuk adanya 
vibrasi C-H alifatik untuk gugus metil (CH3) dan metilena (CH2). Hal ini diperkuat 
adanya vibrasi yang tajam pada daerah bilangan gelombang 1384,43 cm
-1
 menandakan 
adanya vibrasi dari gugus CH3. Serapan untuk gugus C=O karbonil terletak pada 
bilangan gelombang 1719,10 cm
-1
. Gugus ini menyerap kuat yang disebabkan besarnya 
perubahan dalam momen dipol, karena frekuensi rentangan C=O peka terdapat atom-
atom yang dapat diikat, maka gugus fungsional tersebut menyerap pada daerah serapan 
tertentu (Sastrohamidjojo, 1992). Adanya konjugasi menyebabkan serapan bergeser 
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kekanan. Sedangkan serapan untuk gugus fungsi C=C alkena terletak pada bilangan 
gelombang 1637,55 cm
-1
. Pada panjang gelombang 1510,22 cm
-1 
memberikan petunjuk 
adanya vibrasi C=C aromatik. Berdasarkan data spektroskopi IR dapat diketahui bahwa 
senyawa yang terdapat dalam ekstrak yang mempunyai vibrasi gugus O-H, gugus  C-H 
alifatik, gugus C=O karbonil, gugus C=C alkena, gugus C=C aromatik, serta gugus C-O 
yang mengindikasikan sebagai senyawa flavonoid dan steroid. Hal ini didukung oleh 
penelitian yang dilakukan oleh Jayanti (2012) vibrasi gugus O-H, gugus C=O, C-H 
alifatik yang diindikasikan sebagai senyawa flavonoid. Sedangkan ciri yang 
menandakan adanya senyawa steroid yaitu pada gugus O-H, C=O dan C=C (Sholikah, 
2016). 
c. Karakteristik kromatografi Gas-spektroskopi Massa (GC-MS) 
Kromatografi Gas-spektroskopi Massa (GC-MS) merupakan salah satu teknik 
untuk memisahkan, mengukur dan mengidentifikasi senyawa organik yang bersifat 
volatil dan semivolatil dalam campuran kompleks. Kelebihan dari metode ini yaitu 
dapat memisahkan senyawa dengan baik dan dapat langsung di deteksi struktur 
senyawanya, Selanjutnya, dilakukan analisis dengan menggunakan kromatografi Gas-
spektroskopi Massa (GC-MS). Hal tersebut dilakukan untuk mendukung hasil skrining 
fitokimia dan FTIR dengan menggunakan kromatografi Gas-spektroskopi Massa (GC-
MS).  
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Hasil analisis menggunakan kromatografi Gas-spektroskopi Massa (GC-MS) 
dapat dilihat pada Gambar 4.2  
 
Gambar 4.2 Kromatogram GC-MS Ekstrak Etanol dari Kalus Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
Pada gambar 4.2 menunjukkan bahwa hasil analisis tersebut menunjukan 13 
senyawa yang teridentifikasi dalam ekstrak etanol dari kalus daun alpukat. Dari 
kromatogram tersebut terdapat dua puncak yang dominan yaitu golongan fenolik dan 
alkaloid. 
 
O
OOH  
 
Gambar 4.3 Struktur 2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hidroksi-6-metoksi 
Gambar 4.3 menunjukkan struktur 2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hidroksi-6-
metoksi merupakan senyawa kumarin yang termasuk turunan dari fenolik (Isnawati 
dkk, 2008), dengan rumus molekul C10H8O3 dan berat molekul sebesar 192,17 yang 
memiliki kemiripan 96%. 
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Gambar 4.4 Struktur 5-Nitrobenzofuran-2-asam karboksilat 
Gambar 4.4 struktur 5-Nitrobenzofuran-2-asam karboksilat merupakan senyawa 
alkaloid (Kowalewska dkk, 2013), dengan rumus molekul C9H5NO5 dan berat molekul 
sebesar 207,141 yang memiliki kemiripan 38%. 
 
    4. Uji Toksisitas 
Uji toksisitas merupakan skrining awal untuk menemukan obat antikanker. 
Penelitian ini menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) karena telah 
terbukti memiliki korelasi dengan daya sitotoksis senyawa antikanker. Metode BSLT 
menggunakan hewan uji yaitu Artemia salina Leach yang merupakan organisme 
sederhana dari biota laut mempunyai kepekaan yang cukup tinggi terhadap toksik.  
Telur udang Artemia salina Leach. Ditetaskan dalam wadah berisi air laut. 
Wadah penetas telur terdiri dari dua ruang dengan sekat berlubang, satu bagian ruang 
gelap dan yang satu terang. Penetasan dilakukan dengan cara merendam telur tersebut 
dalam wadah berisi air laut. Telur diletakkan di bagian yang gelap, sedangkan bagian 
lain diterangi dengan sinar lampu. Setelah 24 jam perendaman, telur menetas dan larva 
udang bergerak ke bagian yang terang. Penetasan telur dilakukan selama 48 jam karena 
pada umur tersebut anggota tubuh larva sudah lengkap dibandingkan saat larva 
menetas.  
Sampel ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan 100 μL DMSO. Hal 
ini dilakukan karena DMSO dapat melarutkan senyawa polar dan non polar serta larut 
pula dalam berbagai pelarut organik seperti air. Sampel yang telah dilarutkan dengan 
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DMSO diencerkan dengan aquabidest sehingga menghasilkan larutan dengan 
konsentrasi 1000 ppm. Pengerjaan dilakukan dengan triplo dan konsentrasi hasil 
pengenceran yaitu sampel diencerkan dalam mikroplate hingga diperoleh konsentrasi 
sampel 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,50 ppm, 31,25 ppm, 15,62 ppm dan 7,81 ppm. 
Memasukkan larva udang Artemia salina Leach. pada sampel uji 7-15 ekor. 
Pengamatan dilakukan selama 24 jam dengan menghitung jumlah larva yang mati dan 
hidup. Dari hasil pengamatan uji toksisitas menggunakan metode BSLT diketahui nilai 
LC50 dari ekstrak adalah 66,527 yang berarti bersifat toksik. Hal ini dinyatakan oleh 
Meilani (2006) bahwa LC50 ≤30 ppm = Sangat toksik, 31 ppm ≤ LC50 ≤1.000 ppm = 
toksik dan LC50 >1.000 ppm = Tidak toksik. Hasil ini diperkuat pada penelitian 
Mardiyaningsih dan Nur (2014, 24), yang menemukan bahwa ekstrak etanol dari daun 
alpukat (Persea americana Mill) bersifat toksik.  
Presentasi kematian larva dapat digunakan untuk menghitung nilai probit yang 
selanjutnya dapat diketahui nilai LC50. Dari konsetrasi 0,89; 1,19; 1,49; 1,79; 2,09; 2,39 
dan 2,69 menjelaskan besarnya konsentarsi pada ekstrak akan mempengaruhi tingkat 
kematian larva udang artemia salina.  Jadi dapat diketahui bahwa semakin tinggi 
konsentrasi, semakin besar pula persen mortalitas (kematian) sehingga nilai probitnya 
pun semakin tinggi pada ekstak. Tingginya toksisitas dari ekstrak disebabkan karena 
didalam ekstrak mengandung senyawa metabolit sekunder jenis flavonoid, alkaloid, 
tanin, fenolik dan saponin. Hal ini disebabkan karena cara kerja senyawa yang terdapat 
dalam sampel yaitu ekstrak dalam membunuh larva udang Artemia salina Leach. 
Artemia salina Leach. bertindak sebagai stomach poisoning atau racun perut. Oleh 
karena itu, apabila senyawa-senyawa ini masuk ke dalam tubuh larva, alat 
pencernaannya akan terganggu. Selain itu, senyawa ini akan menghambat reseptor 
perasa pada daerah mulut larva. Hal ini mengakibatkan larva gagal mendapatkan 
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stimulus rasa sehingga tidak mampu mengenali makanannya sehingga larva mati 
kelaparan (Novianti, 2012). Berarti ekstrak etanol bersifat toksik terhadap larva udang 
artemia salina Leach. 
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil pembahasan dan pengamatan, maka dapat disimpulkan: 
1. Berdasarkan uji fitokimia, spektrum FTIR dan GC-MS senyawa aktif antikanker 
yang terdapat dalam ekstrak etanol dari kalus daun alpukat (Persea americana 
Mill.) teridentifikasi sebagai senyawa golongan flavonoid, alkaloid, tanin, steroid, 
fenolik dan saponin. 
2. Nilai LC50 yang didapatkan dari metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 
menggunakan larva Artemia salina Leach adalah 66,527 µg/mL yang bersifat 
toksik. 
B. Saran 
Dari hasil penelitian perlu dilakukannya penelitian lanjutan untuk mengetahui 
lebih spesifik serta efek fisiologisnya dari senyawa-senyawa toksi yang terkandung 
dalam ekstrak daun alpukat. 
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LAMPIRAN I 
 
Diagram alir Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sterilisasi alat dan eksplan  
daun alpukat 
Pembuatan stok  ZPT, media (induksi 
kalus & perlakuan) 
Inokulasi Eksplan 
Kalus 
Serbuk Kalus 
Residu Filtrat 
Pelarut  Ekstrak kental 
Uji Fitokimia 
FTIR 
Uji toksisitas 
Hasil 
 
 
 
 
GC-MS 
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LAMPIRAN 2 
 
Bagan Kerja Penelitian 
A. Sterilisasi Alat dan Eksplan Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
     1. Sterilisasi Alat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
botol media, botol kultur, erlenmeyer, cawan petri, 
pinset, skalpel, gelas kimia dan batang pengaduk 
Dibersihkan dengan air mengalir 
Disemprot Alkohol 70% 
Dibungkus dengan kertas putih (cawan petri, scalpel, 
dan pinset) 
Diautoklaf selama 60 menit pada suhu 121
0
C. 
 
Disimpan dalam ruangan steril 
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     2. Sterilisasi Eksplan Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eksplan daun Alpukat 
- Dibersihkan dengan deterjen menggunakan kapas 
- Dibilas dengan air mengalir 
- Direndam dengan ditten selama 20 menit 
- Dibilas lagi dengan air mengalir 
 
Eksplan sterilisasi 
(Sterilasi tahap I) 
- Disemprot alkohol 70% 
- Direndam dengan klorox 3,5% yang telah ditambah tween 
sebanyak 3 tetes selama 15 menit 
- Dibilas dengan aquabides sebanyak 3 kali  
- Direndam dalam aquabides yang telah ditambahkan 
betadin sebanyak 3-5 tetes 
- Ditiriskan pada cawan petri yang berisi tissu 
Eksplan sterilisasi 
(Sterilasi tahap II) 
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B. Penanaman Ekspan Alpukat (Persea americana Mill.) Identifikasi Senyawa 
Metabolit Sekunder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GC-MS 
Golongan senyawa fenolik dan alkaloid  
 
Kalus 
Preparasi sampel 
Dimaserasi menggunakan pelarut etanol                                    
sampai bening selama 5x 24 jam  
Disaring  
 
Dievaporasi 
9,27 gr kalus 
alpukat kering 
 
Residu Ekstrak 
Ekstrak Kental 
0,1808 gr 
Instrumentasi FTIR 
Elusidasi struktur 
 
Flavonoid, alkaloid, steroid, 
tanin, fenolik dan saponin 
 
Uji Fitokimia 
 
Gugus O-H, C=O, C-H alifatik yang diindikasikan 
sebagai senyawa flavonoid. Sedangkan ciri yang 
menandakan adanya senyawa steroid yaitu pada 
gugus O-H, C=O dan C=C 
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C. Uji Toksisitas dengan Metode BSLT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                      
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Larva Artemia  salina 
Leach. 
 
Telur Artemia  salina Leach. 
 
Ditetaskan pada kondisi  
tertentu selama 48 jam 
 
Uji letal larva 
artemia  Salina 
Leach. 
 
Ekstrak etanol dari kalus 
daun alpukat (Persea 
americana Mill.) 
 
7,81 ppm 
15,62 ppm 
31,25 ppm 
62,50 ppm 
125 ppm 
250 ppm 
500 ppm 
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LAMPIRAN 3 
 
Komposisi Stok Media Murashige Skoog (MS) 
No Unsur-unsur Hara Gram/Liter Volume yang dipipet 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
NH4NO3 
KNO3 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 
KI 
H3BO3 
MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.4H2O 
CoCl2.2H2O 
33 
38 
7,4 
3,4 
0,0166 
0,124 
0,446 
0,172 
0,005 
0,0005 
0,0005 
 
 
 
 
 
     STOK A 
     50 ml/ltr 
1 CaCl2.2H2O 8,8 STOK B 50 ml/ltr 
1 
2 
Na2EDTA 
FeSO4 
0,748 
0,556 
 
STOK C 50 ml/ltr 
1 Myo inositol 2 STOK D 50 ml/ltr 
1 
2 
3 
4 
Nicotinic acid 
Glisin 
Thiamin 
pyridoxin 
0,02 
0,008 
0,004 
0,002 
 
STOK E 
12,5 ml/ltr 
 Gula 
Agar-agar 
30 
7 
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LAMPIRAN 4 
 
Pembuatan Reagen 
1. Larutan Pereaksi Dragendorff 
    Bahan:  
    Larutan I   : 0,6 g Bi(NH3)25H2O dalam 2 mL HCL pekat dan 10 mL H2O 
    Larutan II  : 6 g KI dalam 10 mL 
    Cara pembuatan:  
     Larutan I dibuat dengan 0,6 g Bi(NH3)25H2O yang dilarutkan ke dalam 2 mL 
HCl pekat dan 10 mL H2O aquades dan Larutan II dibuat dengan 6 g KI yang 
dilarutkan ke dalam 10 mL aquades. Kedua larutan tersebut dicampurkan dengan 7 mL 
HCl pekat dalam 15 mL H2O. 
2. Larutan Pereaksi Wagner  
   Bahan: Iodin 2,5 g, KI 2 g dan aquades 
   Cara pembuatan: 
10 mL aquades dipipet kemudian ditambahkan 2,5 g iodin dan 2 g KI. 
Selanjutnya dilarutkan dan diencerkan dengan aquades menjadi 200 mL dalam labu 
takar. 
3. Larutan Pereaksi Meyer 
    Bahan:  
    Larutan I: HgCl2 1,358 dalam aquades 60 mL 
    Larutan II: KI dalam aquades 10 mL 
    Cara pembuatan: 
Larutan I dibuat dengan  HgCl2 1,358 yang dilarutkan dengan aquades 60 mL 
dan Larutan II dibuat dengan KI yang dilarutkan dengan aquades 10 mL. larutan I 
dituangkan ke dalam larutan II, diencerkan dengan aquades sampai tanfa batas pada 
labu takar 100 mL. 
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4. Larutan Pereaksi Libermann-Burchard 
   Bahan: Asam sulfat pekat 5 mL, Anhidrat asetat 5 mL, Etanol absolut 50 mL 
    Cara pembuatan: 
 Asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrat asetat 5 mL, dicampurkan kedalam etanol 
absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen ini 
digunakan langsung setelah pembuatan. 
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LAMPIRAN 5 
 
Daftar Gambar Penelitian 
A. Kultur Jaringan 
                         
           Daun alpukat                         Memotong + 1 cm                Menanam pada media 
         
                                                                                      
B. Identifikasi Metabolit Sekunder 
    1. Preparasi sampel  
                               
               Kalus                                setelah dipanen                  Proses pengeringan 
 
 
                                           
                                                        
                                        Sampel ditimbang                        Penggerusan sampel 
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   2. Proses Maserasi 
                                        
Perendaman Sampel                Maserat Etanol                          Proses evaporasi 
 
 
 
                                                                                                                                                        
                                                                                               Ekstrak kental etanol        
   3. Gambar Hasil Uji Fitokimia 
 
                     
         NaOH 10%        FeCl3 5%          H2SO4  p.a       Dragendorff           Wagner      
 
                       
         Mayer      Lieberman-Buchard    FeCl3 1%            Saponin             FeCl3 5% 
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   4. Uji FTIR 
                                            
           Pellet ekstrak etanol                                     uji FTIR  
 
 
               
   
 5. Uji GC-MS 
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C. Uji Toksisitas 
                                      
Penetasan larva udang Artemia salina leach                Penyiapan sampel uji  
 
 
 
                                  
 Menghitung jumlah larva yang mati dan hidup          diinkubasi selama 24 jam 
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LAMPIRAN 6 
 
Uji Fitokimia 
    Tabel Uji Hasil Fitokimia Ektrak Etanol kalus dari Daun Alpukat (Persea 
americana Mill.) 
   No                       Pereaksi                                   Hasil                             Keterangan 
    1                        NaOH 10%                         Kuning Muda                     (+) Flavonoid 
    2                          FeCl3 5%                                 Hijau                            (+) Flavonoid 
    3                            H2SO4                                Merah Tua                       (+) Flavonoid 
    4                       Dragendorff                        Endapan jingga                    (+) Alkaloid 
    5                          Wagner                             Endapan jingga                    (-) Alkaloid 
    6                           Mayer                                Kuning muda                     (-) Alkaloid 
    7                 Liberman-Burchard                     Kuning muda                     (+) Steroid 
                                                                                                                       (-)Triterpen 
    8                         FeCl3 1%                           Hijau kehitaman                   (+) Tanin 
    9                    Aquades panas                          Terdapat Busa                    (+) saponin 
   10                        FeCl3 5%                           Hijau kehitaman                   (+) Fenolik 
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LAMPIRAN 7 
 
Tabel Spektrum Serapan GS-MS 
Peak    Waktu Retensi      Area %             Area Komponen Kimia               Qual 
   1                   18,905                30,44       3-Phenpropanol, 2’-hydroxy,4’-dimethyl             83              
   2                   20,600                 4,97      Hexadecanoid acid, 14- methyl, methyl ester        98 
   3                   21,363                 6,25   2H-1-Benzopyran -2-one, 7-hydroxy- 6-metoxy      96 
   4                   21,419                 9,45    2H-1-Benzopyran-2-one, 7-hydroxy- 6-metoxy      93 
   5                   22,232                 3,93        9,12-Octadecadienoic acid,  methyl ester            99 
   6                   22,267                 3,02            9-Octadecenoid acid, methyl ester                   92 
   7                   23,959                 3,85     1-Cyclohexylnonene, 1-nonenylcyclohexane         38 
   8                   24,484                 7,02     Phenol, 2,2’-[(1-methyl-1,2-ethaneldyne  bis                       
(nitrilomethylidyne)] bis-$$ Cuvan 80               43 
   9                   25,704                 3,57                         2-Ethylacridine                                    30 
   10                 26,017                 3,78          1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono 
                                                                                  (2-ethylhexyl) ester                                45 
   11                 27,174               11,84           5-Nitrobenzofuran-2-carboxylic aci                  38 
   12                 27,243                3,52                 2-Methyl-5H-dibenz azepine                        47 
   13                 37,045                8,36     1,2,4-Benzenetricarboxylic acid, 4-dodecyl  
                                                                                     dimethyl ester                                     46 
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LAMPIRAN 8 
 
Perhitungan Konsentrasi Larutan Ekstrak untuk Uji Toksisitas 
1. Pembuatan Larutan Stok 1000 ppm 
ppm=
  
 
 
                   
      
  
     
      
       
  
  
   
  
  
          
2. Pembuatan Larutan 500 ppm 
           V1 . M1                   =   V2. M2 
      100    x 1000 ppm =  200    x M2 
              M2                          =     
             
      
  
                                                 =   500 ppm 
Jadi, Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 500 ppm. 
2. Pembuatan Larutan 250 ppm 
           V1 . M1                   =   V2. M2 
      100    x 500 ppm   =  200    x M2 
              M2                          =     
            
      
  
                                                 =   250 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 250 ppm. 
3. Pembuatan Larutan 125 ppm 
           V1 . M1                   =   V2. M2 
      100    x 250 ppm   =  200    x M2 
              M2                          =     
            
      
  
                                                 =   125 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 125 ppm. 
4. Pembuatan Larutan 62,5 ppm 
           V1 . M1                   =   V2. M2 
      100    x 125 ppm   =  200    x M2 
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              M2                          =     
            
       
 
                                                 =   62,5 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 62,5 ppm. 
5. Pembuatan Larutan 31,25 ppm 
           V1 . M1                   =   V2. M2 
      100    x 62,5 ppm  =  200    x M2 
              M2                          =     
           
      
  
                                                 =   31,25 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 31,25 ppm. 
7. Pembuatan Larutan 15,625 ppm 
           V1 . M1                    =   V2. M2 
      100    x 31,25 ppm =  200    x M2 
              M2                           =     
           
      
  
                                                  =   15,625 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 15,625 ppm. 
8. Pembuatan Larutan 7,8125 ppm 
           V1 . M1                         =   V2. M2 
      100    x 15,625 ppm   =  200    x M2 
              M2                                 =     
           
      
  
                                                       =   7,8125 ppm 
Jadi Larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 7,8125 ppm. 
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LAMPIRAN 9 
 
Tabel Probit dan Uji Toksisitas 
A. Tabel Probit untuk Uji Toksisitas 
Probit sesuai banyaknya persen Dirjen POM, 1979: h. 871 dalam Nuraini 
          0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 - 2,67 4,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66 
10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12 
20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45 
30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72 
40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97 
50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23 
60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50 
70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81 
80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,25 
90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33 
      0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 
99 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 8,65 7,75 7,88 8,09 
 
B. Tabel Uji Toksisitas Ekstrak Etanol Kalus dari Alpukat (Persea americana 
Mill.) 
Blok 1 2 3 
Awal Hidup Mati Awal Hidup Mati Awal Hidup Mati 
A 7 2 5 14 0 14 10 1 9 
B 10 4 6 14 3 11 10 2 8 
C 14 4 10 10 3 7 15 4 11 
D 11 4 7 8 3 5 8 5 3 
E 11 6 5 10 6 4 9 6 3 
F 9 5 4 10 7 3 10 6 4 
G 12 9 3 9 6 3 7 5 2 
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LAMPIRAN 10 
 
Perhitungan Persen (%) Kematian (Mortalitas) 
 
Blok Konsentrasi 
(ppm) 
Jumlah larva 
uji 
Jumlah larva 
yang mati 
% Kematian 
A 500 31 28 90,3% 
B 250 34 25 73,5% 
C 125 39 28 71,7% 
D 62,5 27 15 55,5% 
E 31,25 30 12 40% 
F 15,625 29 11 37,9% 
G 7,8125 28 8 28,5% 
 
a. Konsentrasi 500 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 90,3% 
b. Konsentrasi 250 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 73,5% 
c. Konsentrasi 125 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 71,7% 
d. Konsentrasi 62,5 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 55,5% 
e. Konsentrasi 31,25 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 40% 
74 
 
 
 
f. Konsentrasi 15,625 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
  
  
 x 100% 
% Kematian = 37,9% 
Konsentrasi 7,8125 ppm 
% Kematian = 
                     
                
 x 100% 
 
% Kematian = 
 
  
 x 100% 
% Kematian = 28,5% 
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LAMPIRAN 11 
 
Perhitungan LC50 Ekstrak Etanol Kalus dari Daun Alpukat (Persea americana 
Mill.) Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi 
 
No Konsetrasi (ppm) Log 
konsentrasi 
% kematian Nilai probit 
1 500 2,69 90,3% 6,298 
2 250 2,39 73,5% 5,625 
3 125 2,09 71,7% 5,571 
4 6,25 1,79 55,5% 5,14 
5 31,25 1,49 40% 4,75 
6 15,625 1,19 37,9% 4,688 
7 7,8125 0,89 28,5% 4,435 
 
 
 
Jadi nilai LC50 : 
             y = ax + b 
dimana y = 5 
             5 = 0,964x + 3,242 
             x = 
       
     
 
                         x = 
     
     
 
                        x = 1,823 
           anti log 1,823 = 66,527 
 
 
 
y = 0.9649x - 3.242 
R² = 0.9515 
0
0.5
1
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2
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n
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Linear (konsentrasi)
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